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【略語】 
BSA  Bovine serum albumin 
CDK  Cyclin dependent kinase 
ChIP  Chromatin immunoprecipitation 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
GTP  Guanosine triphosphate 
HDAC  Histone Deacetylase 
HRP  Horseradish peroxidase 
MAPK  Mitogen-activated Protein Kinase 
MeDIP  Methylated DNA immunoprecipitation 
MEF  Mouse embryonic fibroblast 
mRNA  Messenger-ribonucleic acid 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
pERK  Phosphorylated ERK 
qPCR  Quantitative polymerase chain reaction 
qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
RNA  Ribonucleic acid 
RNase  Ribonuclease 
RT  Reverse transcription 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
TGF  Transforming growth factor 
shRNA  Small hairpin RNA 
siRNA  Small interfering RNA  
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【要旨】 
ヒストンや DNA の修飾状態で規定されるエピジェネティック制御は、遺伝子発現を
制御することが知られている。がん細胞では、様々なエピジェネティック制御の異常
を伴う遺伝子発現の異常が観察されている。また、がん細胞では様々なシグナル伝達
異常が観察され、これらのシグナル伝達異常がエピジェネティック制御の異常を誘発
することが知られている。このようなことから、がん細胞のエピジェネティック異常
が遺伝子発現変化の原因のひとつと考えられている。しかしながら、経時的な変化に
関する解析が十分になされていないため、がんにおいてシグナル伝達の活性化がどの
ような過程を経て、エピジェネティック変化を誘発しているのかについては、いまだ
明らかではない。そこで、私は、ヒトがんで高頻度にシグナル異常が観察される Ras
シグナル経路に着目し、シグナル活性化後に経時的に変化を解析し、Ras 活性化によ
るエピジェネティック変化と転写変化との因果関係について検討した。 
Ras シグナルは、アポトーシス関連遺伝子 Fas 領域の DNA メチル化を亢進
し、転写を抑制することが報告されていたが、私の実験では Ras シグナル活性化によ
る DNA のメチル化変化を再現できなかった。一方、Ras は Fas 領域で広範に転写抑
制性の H3K27me3 修飾を誘導した。そこで、Ras による H3K27me3 修飾変化と転
写変化の関係をゲノムワイドに明らかにするために、Ras 導入細胞の H3K27me3 
ChIP-sequence と RNA-sequence を行った。その結果、転写抑制は、遺伝子の転写
開始点だけでなく、転写開始点から終結点までの領域 (gene body) の H3K27me3 修
飾量と相関すること、Ras シグナルの活性による遺伝子発現量変化率と gene body の
H3K27me3 修飾量変化率には、逆相関の関係があることを見出した。 
次に、この H3K27me3 修飾と転写の Ras による変化を経時的にゲノムワイ
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ドに解析した。その結果 Ras による転写変化はシグナル活性化後 2 日目には完了す
るが、H3K27me3 修飾変化は 2 日目以降に開始し 12 日を経ても完成しないことを見
出した。また、ヒストンアセチル化制御や RNA polymerase II 制御の後に H3K27me3
修飾制御が観察された。一方、H3K27me3 修飾酵素の発現抑制によって H3K27me3
の修飾を低下させた細胞においても Ras による転写変化は誘導された。すなわち、
Ras による転写変化は H3K27me3 修飾の変化に依存しておらず、転写変化が終了し
た後に H3K27me3 修飾変化が開始することが示された。さらに、Ras シグナルの活
性化を停止すると、転写変化は H3K27me3 修飾変化とともに基底状態へ復帰したの
で、H3K27me3 修飾変化は転写抑制を維持する機能も有していなかった。 
以上のことから、これまで転写抑制性のヒストン修飾として知られている
H3K27me3 修飾変化は、Ras シグナルによる変化においては、転写変化の原因では
なく結果として変化していると結論された。すなわち、Ras シグナル変異を持つヒト
がん細胞における H3K27me3 修飾変化の異常は転写変化を誘導しているのではなく、
転写変化の結果を表していると示唆された。 
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【序論】 
遺伝子発現制御には、DNA メチル化修飾やヒストン修飾などのエピジェネティック
制御が関与しており、これらの修飾が染色体上で適切なパターンを示すことが適切な
時間、場所における遺伝子発現に重要である。DNA メチル化はゲノム DNA 中のシ
トシン、グアニンが連続して並ぶ CpG 配列中のシトシンをメチル基転移酵素 Dnmt
が認識してメチル基を付加する反応である。多くの遺伝子で CpG アイランドと呼ば
れる CpG 配列に富む領域がプロモーター活性を有していることが知られているが、
この CpG アイランドにおいて DNA のメチル化が亢進していると一般的に遺伝子の
転写は抑制される 1)。一方、ヒストン修飾とはヒストンの末端に存在するヒストンテ
ールのアミノ酸残基がリン酸化、アセチル化、メチル化、ユビキチン化などの様々な
翻訳後修飾を受けることを指す 2)。ヒストンテールで修飾を受けるアミノ酸残基と修
飾の種類によって転写に与える影響が異なる(Figure 1A and B)。例えば、Histone H3
の 27番目のLysineのトリメチル化 (H3K27me3) 修飾は発生分化やがん化に関わる
転写抑制性のヒストン修飾として知られている 3)。これらの DNA メチル化や種々の
ヒストン修飾は、それらを認識して結合するタンパク質の機能を介して、転写因子の
結合、染色体の凝集、核内配置などを調節し、遺伝子発現を制御していると考えられ
ている 4, 5)。 
Ras はヒトがんで高頻度に変異が見つかる遺伝子のひとつで、細胞外の刺激
を細胞内のシグナルに変換するスイッチの役割を果たしている 6, 7)。Ras は低分子量
G タンパク質であり、正常型 Ras の場合、細胞外からの刺激に依存して GTP 結合型
の活性型 Ras となり Raf などを含む MAPK 経路や PI3K 経路にシグナルを伝える。
一方、遺伝子変異により生じた恒常活性型 Ras は、外部の刺激に依存せず恒常的に
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GTP 結合型となり、下流のシグナルを活性化する (Figure 1C)。そのため、恒常活性
型 Ras 変異を持つ細胞では、外部からの刺激に応答せずに常にシグナル伝達が行われ
る。この異常なシグナル伝達の結果、細胞周期、アポトーシス、細胞運動、細胞形態
などの遺伝子群の適切な時期、場所における発現制御が破綻してしまうことが、がん
化の原因の一つであることが知られている。 
種々のがん細胞ではエピジェネティックな制御機構が破たんし、DNA メチル
化やヒストン修飾の修飾パターンの異常が観察される 8)。代表的な転写抑制性の修飾
である DNA メチル化や H3K27me3 修飾は、がん化に関わるシグナル伝達分子であ
る Ras によって制御されているという報告がある。すなわち、過剰な Ras シグナル
は細胞増殖だけでなく、細胞の形質転換、浸潤、転移などのがんの悪性化に関わる遺
伝子群をエピジェネティックな制御を介して転写レベルで制御する 9, 10)。これまでに、
Ras の活性化でアポトーシス関連遺伝子 Fas が DNA メチル化機構による転写抑制を
受けることが報告されている (Figure 2A) 。Gazin らは shRNA ライブラリを用いて
Ras による Fas 遺伝子の転写抑制を阻害する遺伝子の網羅的スクリーニングをおこ
なった。その結果、維持 DNA メチル基転移酵素 Dnmt1 や H3K27me3 修飾酵素 Ezh2
を含む 28 個の遺伝子が同定され、これらのエピジェネティック制御因子が Ras シグ
ナル下流で働くことが明らかとなった 11)。また、Ras はある条件下では CDK インヒ
ビターInk4a 遺伝子の発現上昇をともなう細胞老化を誘導する。この Ink4a 遺伝子の
発現上昇はH3K27me3修飾制御によることが観察されている 12, 13)。以上のことから、
Ras シグナル経路は、エピジェネティック制御を介して発がんやがんの抑制に関わる
重要な働きをしていると考えられる。 
エピジェネティックな異常は、がん細胞で見られる遺伝子変異の蓄積と、そ
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れに伴う様々なシグナル伝達の異常に依っていると考えられている 14)。しかし、多く
の研究で活用されているがん細胞株やヒトがん組織を用いた研究では、がん遺伝子の
変異によるシグナル活性化が、どのような時間経過を経て転写制御とエピジェネティ
ック制御の異常を誘発するか明らかにされていない。Ras シグナルを活性化すると、
マウス線維芽細胞株 NIH3T3 細胞は Ras シグナル依存的な形態変化を示すことが知
られている。そこで本研究では、マウス線維芽細胞株 NIH3T3 細胞における Ras シ
グナル経路に注目し、シグナル異常に起因する転写制御とエピジェネティック制御の
経時変化を解析し、因果関係を明らかにした。 
まず Ras による Fas の転写抑制では、Ras シグナルが DNA メチル化修飾で
はなく H3K27me3 修飾を制御することを確認した。さらにゲノムワイドに経時的な
解析を次世代シーケンサーを用いて行い、Ras シグナル活性化後には、まず転写変化
が起き、その後にH3K27me3修飾変化が起きることが明らかとなった (Figure 2B)。
すなわち、H3K27me3 修飾が転写を抑制するのではなく、むしろ、転写の抑制が
H3K27me3 修飾を誘導している可能性が示唆された。 
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【材料と方法】 
細胞培養 
NIH3T3 細胞、MEF 細胞、Plat-E 細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium に
10% fetal bovine serum、1% penicillin-streptomycin、 2 mM L-glutamine、 1% 
MEM-non essential amino acids、及び 1% sodium pyruvate を添加した培地を用い
て、37 ℃、5%二酸化炭素環境下で培養した。NIH3T3 細胞 (CRL-1658) は American 
Type Culture Collection から購入した。Np95 コンディショナルノックアウト MEF
細胞は古関明彦博士 15)、Plat-E 細胞は北村俊雄博士 16)より分与していただいた。
Raf-ER及びER-Rasはそれぞれ、10及び100 nM 4-hydroxytamoxifen (4HT) (Sigma, 
St.Louis, MO) で活性化した。 
 
遺伝子導入法 
Human H-Ras の恒常活性型変異体 H-Ras(G12V)、human Raf-1 と estrogen 
receptor融合タンパク質Raf-ER及びCre recombinaseはレトロウイルス産生用プラ
スミドベクターpMX-puro にサブクローニングした。H-Ras(G12V)と estrogen 
receptor の融合タンパク質 ER-Ras 発現レトロウイルス産生用プラスミドベクター
pLNCX2-ER-Ras は成田匡志博士 17)より分与していただいた。 
レトロウイルス産生用プラスミドベクターを FuGENE6 (Promega, Madison, 
WI)を用いてパッケージング細胞 Plat-E にトランスフェクションした。トランスフェ
クション後 24 時間で培地を交換し、さらに 24 時間後に培養上清を回収した。培養上
清を 0.45 m のフィルターでろ過後、培地で 4 倍に希釈し、最終濃度 0.5 g/ml の
polybrene (Sigma) を添加してウイルス溶液を作製した。ウイルス溶液で細胞を感染
後 24 時間から 5 g/ml puromycin (pMX-puro)、600 g/ml G418 (pLNCX2)で処理
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し薬剤耐性細胞を取得した。 
 
RNA 干渉 
Suz12 及びコントロールの Stealth RNAi duplexes (Life Technologies, Foster City, 
CA) を Neon Transfection System (Life Technologies) を用いたエレクトロポレー
ション法により細胞に導入した。Suz12 の siRNA は mRNA レベルでのノックダウン
効 率 が 8 割 以 上 の コ ン ス ト ラ ク ト を 4 つ 取 得 し 、 そ の う ち
5’-UAAAUUCUCUUCUUCCUGGACGAGU-3’配列のものを使用した。 
 
RNA 精製及び逆転写反応 
細胞からの全 RNA 抽出及び精製には SV total RNA Isolation System (Promega) を
使用した。精製された RNA を PrimeScript RT reagent kit (TAKARA Bio, Shiga, 
JAPAN) を用いて逆転写し相補 DNA を合成した。 
 
定量的 PCR 法及び定量的 RT-PCR 法 
Fast SYBR Green Master Mix (Life Technologies) と StepOnePlus Real Time PCR 
System (Life Technologies)を用いて定量的 PCR と定量的 RT-PCR を行った。定量的
RT-PCR の デ ー タ 解 析 に は 2-Ct 法 を 用 い 、 内 在 性 の acidic ribosomal 
phosphoprotein P0 (Arbp) mRNA 量に対する相対量を計算した。定量的 RT-PCR に
使用したプライマーは Table 1 に示す。 
 
ウエスタンブロッティング法 
50 mM Tris-HCl (pH 7.6)、300 mM NaCl、0.5% Triton X-100、10 g/ml aprotinin 、
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10 g/ml leupeptin、1 mM phenylmethylsufonyl fluoride、400 M Na3VO4、400 M 
EDTA、10 mM NaF 及び 10 mM sodium pyrophosphate を含有する Lysis buffer
に細胞を懸濁し、4℃で 30 分間静置し溶解した。得られた細胞溶解液を 4℃、20,000 
g で 10 分間遠心後に得られた上清を細胞質画分、沈殿をクロマチン画分として回収
した。 
細胞質画分とクロマチン画分のタンパク質溶液を SDS-polyacrylamide ゲル
を用いた電気泳動で展開し、 polyvinylidine difluoide membrane (Millipore, 
Billerica, MA)に転写した。ブロッキングには 5% skimmilk または 5% BSA を使用
した。一次抗体は以下を使用した。H-Ras (sc-520; Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA)、Erk1/2 (9102; Cell Signaling Technology, Beverly, MA)、phosphorylated 
Erk1/2 (9101; Cell Signaling Technology)、Dnmt1 (70-203; Bioacademia, Osaka, 
Japan)、cPARP (9541; Cell Signaling Technology)、Suz12 (ab12073; Abcam, 
Cambridge, MA), -Tubulin (T5168; Sigma)、H3K27me3 (07-449; Millipore)、
histone H3 (ab1791; Abcam)、H4ac (06-866; Millipore)、  H3K9ac (06-942; 
Millipore)、 H3K27ac (8173; Cell Signaling Technology)。二次抗体は anti-mouse 
IgG-HRP (W402B; Promega)または anti-rabbit IgG-HRP (W401B; Promega)を使用
した。抗体-各タンパク質複合体に対し SuperSignal West Dura Luminol/Enhancer 
Solution (Thermo Scientific, Rockford, IL) を用いて化学発光反応を行い、シグナル
をVersaDoc (BioRad, Hercules, CA) で検出し、QuantityOne (BioRad) で定量した。 
 
ゲノム DNA 調整法 
20 mM Tris-HCl (pH8.0)、20 mM NaCl、1% SDS、4 mM EDTA、0.5 g/ml Protease 
K を含有する Lysis buffer に細胞を懸濁し、55℃で 5 時間静置し細胞を溶解した。
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得られた細胞溶解液に対しフェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿後、RNase
処理を行い、ゲノム DNA を得た。 
 
Np95 遺伝子の欠失及び遺伝型決定 PCR 
上述の方法で調製したCre recombinase発現レトロウイルスをNp95コンディショナ
ルノックアウト MEF 細胞に感染させた。感染後 12 日目にゲノム DNA を抽出し、
PCR 法により遺伝子型の決定を行った。遺伝子型決定に使用したプライマーを以下
に示す。 
5’-GCGCCAGAGTCTGGCACTGCCTCTCAGTAC-3’ 、
5’-GGCGGCTCAGGAGACCCAGC AGCAGAG-3’  
 
HpaII/MspI 制限酵素処理による DNA メチル化アッセイ 
ゲノム DNA に対し、メチル化感受性制限酵素 HpaII (TAKARA Bio) または非感受
性制限酵素 MspI で 5 時間以上消化後、500 ng の DNA を 0.75%アガロースゲルで電
気泳動し、切断パターンを検出した。 
 
メチル化 DNA 沈降 (MeDIP) 法 
ゲノム DNA を制限酵素 AluI (TAKARA Bio) または HaeIII (TAKARA Bio) を用い
て断片化した。断片化した DNA を 100℃で 10 分間変性し、IP buffer (10 mM Na 
phosphate (pH 7.0)、140 mM NaCl、0.5% Triton X-100) 中に溶解後、抗 5meC 抗
体 (33D3; EPIGENETEK, Farmingdale, NY) と 4℃で 2 時間反応させた。2 mg/ml 
BSA でブロッキングした Dynabeads M280 anti-mouse IgG (Life Technologies) を
混和し 4℃で一晩反応することで、免疫沈降物を得た。ビーズを洗浄後、ビーズから
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DNA を乖離させ、フェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿を用いて精製した。
精製された DNA を定量的 PCR 法により測定し、データはインプットサンプルに対
する相対量 (% of input)として示した。定量的 PCR に使用したプライマーは Table 2
に示す。 
 
クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法 
細胞を 1.0% formaldehyde で 5 分間または 0.6% formaldehyde で 10 分間、室温固
定後、グリシンを加えて固定反応を停止させた。固定した細胞を Bioruptor 
(Diagenode, Denville, NJ)またはCovaris S2 (Covaris, Woburn, MA)を用いて超音波
処理による断片化を行い、クロマチン断片のサイズを 200 bp から 700 bp とした。2 
mg/ml BSA でブロッキングしたProtein A DynabeadsまたはProtein G Dynabeads 
(Life Technologies)と抗体を 4℃で 2 時間反応させビーズ-抗体複合体を形成させた。
ビーズ-抗体複合体と断片化されたクロマチンを混合し、4℃で一晩免疫沈降反応後、
洗浄し、脱架橋反応によりビーズ-抗体複合体と免疫沈降されたクロマチンを乖離さ
せた。得られた免疫沈降産物に対し、RNase 処理、proteinase K 処理、フェノール
クロロホルム抽出、エタノール沈殿を用いて DNA を精製した。精製された DNA を
定量的 PCR 法により測定し、データはインプットサンプルに対する相対量 (% of 
input)またはヒストン H3 あたりの相対量として示した。クロマチン免疫沈降に使用
した抗体は以下である。H3K27me3 (07-449; Millipore)、H3K9me2 (ab1220; Abcam)、
H3K9me3 (ab8898; Abcam)、H3 (ab1791; Abcam)、H3K4me3 (04-745; Millipore)、
H3K4me1 (ab8895; Abcam)、H3K27ac (8173; Cell Signaling Technology)、H3K9ac 
(06-942; Millipore)、Suz12 (3737; Cell Signaling Technology)、RNA polymerase II 
(8WG16) (ab817; Abcam)。定量的 PCR に使用したプライマーは Table 3 に示す。 
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SOLiD シーケンスのライブラリ作製及びマッピング 
SOLiD sequencing 用の ChIP-seq ライブラリは、SOLiD Fragment Library 
Construction Kitと SizeSelect Gel (Life Technologies)を用いて 20 ng のChIP DNA 
と Input DNA それぞれから作製した。SOLiD sequencing 用の RNA-seq ライブラリ
は、全 RNA 10 g に対し RiboMinus Eukaryote Kit for RNA-seq (Life Technologies)
を用いて rRNA 除去した後、SOLiD Whole Transcriptome Analysis Kit (Life 
Technologies) を用いて作製した。得られたライブラリを SOLiD P1 DNA Beads 上
でエマルジョン PCR 後、SOLiD3Plus System で 50 塩基長のシングルエンドリード
を取得した。RNA-seq 及び ChIP-seq で得られたシーケンスリードを BioScope Map 
Data program (ver. 1.2) を用いて UCSC mm9 マウスリファレンスゲノム配列にマ
ップした。マップされたRNA-seqリードからRefSeq遺伝子の遺伝子発現量reads per 
kilobase of exon model per million mapped fragments (RPKM) 18)を計算し、各遺伝
子の RPKM を Arbp の発現量でサンプル間の補正をした。ChIP-seq では Vector サ
ンプルで 73.6 M リードと Ras サンプルで 135.8 M リードがユニークにマップできた。
H3K27me3 修飾量解析は、マウスリファレンスゲノム配列を 1 kb bin に分割し、bin
あたりのマップされたシーケンスリードを集計し、Vector サンプルと Ras サンプル
間の総リード数補正後に行った。 
 
BLOC 解析 
広範な H3K27me3 修飾領域を同定するために、近接する 15 bin (15 kb) の
H3K27me3 修飾量の平均値を計算し、計算に用いた 15 bin の中心の bin に
H3K27me3 修飾量として割り当てた。この計算を染色体上で 1 bin ずつスライドさせ
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ながら実行し、染色体上で連続 20 bin 以上の領域で H3K27me3 修飾量が 1 以上の数
値を示す領域を BLOC と定義した。15,673 個の RefSeq 遺伝子を BLOC との位置関
係において以下の基準で分類した。inside: 遺伝子が完全に BLOC 内部に位置する、
overlap: 遺伝子の一部が BLOC 内部に位置する、outside: 遺伝子が BLOC の外部に
位置する。 
 
Gene body の H3K27me3 修飾の解析 
各遺伝子の Transcription start site (TSS) から Transcription termination site 
(TTS) までを gene body とし、その塩基長を 100%とした。gene body と TSS 上流側
100%塩基長領域とTTS下流側100%塩基長領域のH3K27me3修飾を比較した。Gene 
body 塩基長は異なるので H3K27me3 修飾パターンを比較するために、各遺伝子にお
いて gene body における 1000 bin を均等に抽出し、以下のように各 bin の相対位置
を計算した。 
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gsと ge は遺伝子 g の TSS と TTS を示し、bisと bie は遺伝子 g における i 番目の bin
の開始点と終結点を示し、risと rie は補正された i 番目の bin の位置を示す。各遺伝
子の gene body と同じ塩基長の上流領域と下流領域に関して同様の補正を行い、上流
(1000 か所)、下流(1000 か所)で合計 3000 か所の相対位置の H3K27me3 修飾量を取
得した。各遺伝子 3000 か所の H3K27me3 修飾の平均値と分散を計算し、Gene body
の大きさが 10 kb 以上の 12,161 個の RefSeq 遺伝子の中から分散値が高い 1125 遺伝
子を選択し H3K27me3 修飾パターン解析した。 
各遺伝子の gene body の H3K27me3 修飾の平均値を求め gene body mean 
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H3K27me3 level と定義した。Gene body の大きさが 10 kb 以上の 12,161 遺伝子に
関して gene body mean H3K27me3 level を計算した。 
 
Illumina シーケンスのライブラリ作製及びマッピング 
Illumina sequencing 用の ChIP-seq ライブラリは TruSeq DNA LT Sample Prep Kit 
(Illumina, San Diego, CA) を用いて 40 ng の ChIP DNA と Input DNA それぞれか
ら作製した。Illumina sequencing 用の RNA-seq ライブラリは、全 RNA 2 g に対
し TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina) を用いて作製した。得られたライブ
ラリを Illumina HiSeq 2000 の 2 フローセル (16 レーン) 上でブリッジ PCR 後、
HiSeq Control Software 1.5 (Illumina) で読み取りを行い、48 塩基長のペアードエ
ンドリードを取得した。 
FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) によ
る読み取り塩基の精度解析の結果、精度の低い 4 塩基をデータ解析から除外し、残り
44 塩基を解析に使用した。 
RNA-seq で得られたシーケンスリード を TopHat (ver. 2.0.8) 19)を用いて
UCSC mm9 マウスリファレンスゲノム配列にマップした。マップされたリードと
Cufflinks (ver. 2.0.10) 20) を用いて、RefSeq 遺伝子の遺伝子発現量 fragments per 
kilobase of exon model per million mapped fragments (FPKM) を計算した。
H3K27me3 ChIP-seq で得られたシーケンスリードを bwa (ver. 0.5.9) 21)を用いて
UCSC mm9 マウスリファレンスゲノム配列にマップし、シーケンスリードのうちゲ
ノムにユニークにマップできたものを抽出した。このフィルタリング過程で 1 サンプ
ルあたり平均 174.6 M (16.7%)のリードが除外され、残った 870.1 M (83.3%)のリー
ドを解析に使用した。 
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H3K27me3 修飾と転写の経時変化の解析 
Cuffdiff (ver. 2.0.10) 20) を用いて、Ras 導入前 (Ras0) に対して Ras 導入後 2 日 
(Ras2)、4 日 (Ras4)、7 日 (Ras7)、12 日(Ras12)のいずれかで FPKM 値が変動する
遺伝子（Q-value<0.05 を基準とする） 933 個を抽出し、発現変動遺伝子とした。発
現変動遺伝子を階層クラスタリングにより 2 つのクラスターに分類した。 
各遺伝子の gene body の H3K27me3 修飾の平均値を求め gene body mean 
H3K27me3 level と定義した。H3K27me3 修飾変動遺伝子として、Ras 導入前 (Ras0) 
に対して Ras 導入後 2 日 (Ras2)、4 日 (Ras4)、7 日 (Ras7)、12 日 (Ras12) のいず
れかで gene body mean H3K27me3 level が 2 倍以上変動する遺伝子 1027 個を抽出
し、発現変動遺伝子と重複する 115 個を階層クラスタリングにより 3 つのクラスター
に分類した。 
 
新規転写産物の同定法 
未知の転写産物を検出するために、既存の遺伝子構造  (Ref-Seq) を利用せず
RNA-seq 解析を行なった。SOLiD シーケンスリードを TopHat (ver. 1.3.3) で UCSC 
mm9 マウスゲノムにマッピングし、ワトソン鎖とクリック鎖の情報を用いて、転写
の方向を解析した。マップされたシーケンスリード量を bigWig 形式に変換し UCSC
ゲノムブラウザ上で可視化した。 
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【結果】 
[結果 1] Ras 活性化における Fas 遺伝子のエピジェネティック制御の総括 
1) DNA メチル化は Fas 遺伝子の Ras による転写抑制では変化しない 
マウス線維芽細胞株 NIH3T3 にレトロウイルスを用いて H-Ras の恒常活性型変異体
(RasG12V)を遺伝子導入した。RasG12V 導入細胞では、Ras 分子の発現増加により
MAPK シグナル経路が活性化し、下流のキナーゼである ERK1/2 のリン酸化の増加
が認められた (Figure 3A)。同時に Ras-MAPK シグナル依存的な細胞の形態変化が
観察された (Figure 3B)。これまでに、Ras-MAPK シグナルの活性化によって、アポ
トーシス関連遺伝子 Fas は DNA メチル化依存的に転写抑制されることが報告されて
いたので (Figure 2A)11)、再現を試みた。Fas 遺伝子の mRNA 量を qRT-PCR 法で計
測したところ、Ras 導入細胞において顕著に Fas の mRNA 量が減少しており、Ras
による Fas 遺伝子の転写抑制を認めた (Figure 3C)。次に、この転写抑制が DNA メ
チル化によるものであるのかを検証するために DNA メチル化阻害剤 5-azacytidine 
(5azaC)の効果を調べた。5azaC は Dnmt1 と共有結合し Dnmt1 を分解誘導すること
で DNA メチル化を抑制する 22)。Ras 導入細胞を 5azaC 含有培地で 72 時間処理した
ところ、5azaC 濃度依存的に Dnmt1 の発現量の減少 (Figure 3D) と Fas 遺伝子の
発現回復を観察した (Figure 3E)。この結果から、Ras-MAPK シグナルによる Fas
の転写抑制は DNA メチル化の亢進に起因する可能性が示唆された。 
そこで、Gazin らの報告 11)で解析されている Fas 遺伝子のプロモーター領域
の DNA メチル化状態をメチル化 DNA 沈降 (MeDIP) 法で解析した。メチル化シト
シン抗体を用いてメチル化 DNA 特異的に免疫沈降し、免疫沈降産物中の DNA を
PCR で検出することにより、特定の遺伝子領域の DNA メチル化レベルを定量的に解
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析した。コントロール vector 導入細胞において DNA メチル化レベルの低い転写開始
点直近と-8 kb 領域 (Figure 3F-a, -d)、DNA メチル化レベルの高い-6 kb, -2 kb, + 2kb
領域 (Figure 3F-b, -c, -e) の 5 領域を調べたが、いずれの領域においても、Ras 導入
によって DNA メチル化レベルの変化は確認されなかった。したがって、5azaC 処理
によってFas遺伝子の発現を認めたが、RasはFas遺伝子のプロモーター領域のDNA
メチル化変化を誘導せず、Fas の Ras による転写抑制は DNA メチル化の変化に依存
していなかった。なお、5azaC 処理によって Fas 遺伝子領域の DNA メチル化状態が
低下する傾向にあることが確認され、その効果は Ras によって変化は認められなかっ
た。 
5azaC 処理は細胞毒性があり 23)、5azaC 処理のみでアポトーシスマーカー
cleaved PARP (cPARP)のシグナルが増加する (Figure 4A)。そのため、5azaC 処理
による Fas 遺伝子の発現回復は細胞毒性によって誘導された可能性がある。そこで、
より直接的なDNAメチル化阻害を行うことができるDNAメチル化関連遺伝子Np95
の欠損細胞を用いた。Np95 は Dnmt1 を DNA 複製複合体に動員することから、Np95
欠損細胞では Dnmt1 による DNA メチル化が顕著に減少することが知られている 
(Figure 4B) 15)。そこで、Np95 のイントロン 3, 5 に lox 配列が挿入されている (Np95 
flox アリルを F と表記する) Np95 コンディショナルノックアウト MEF 細胞 
(Np95F/F) を利用した。Np95 F/F 細胞およびレトロウイルスによって Cre 
recombinase を発現し Np95 を欠損させた細胞 (Np95 /)を作製後、RasG12V 発現
レトロウイルスの感染により Ras 導入 Np95 /細胞を作製した。Np95 /細胞では
Np95 コンディショナルアリル (flox allele) が欠失し Np95 遺伝子の mRNA 量の顕
著な減少が認められた (Figure 4C)。また、ゲノム DNA を DNA メチル化感受性制
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限酵素 HpaII で処理したところ、Np95 /のゲノム DNA は HpaII により高度に切
断されたので、ゲノム全体の DNA メチル化が顕著に減少していることが確認された 
(Figure 4D)。MeDIP 法により Fas 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化レベル
の減少も確認された (Figure 4E)。しかしながら Np95 /細胞でも Ras による Fas
の転写抑制は認められ (Figure 4F)、さらに、Fas 遺伝子プロモーター領域では Ras
による DNA メチル化の上昇は認められなかった (Figure 4E)。以上の結果より、こ
れまでの報告とは異なり、Ras による Fas の転写抑制に DNA メチル化は関与してい
ないと結論づけた。 
 
2) Fas 遺伝子の転写抑制において H3K27me3 修飾が変化する 
そこで、Ras による Fas の転写抑制には、他のエピジェネティックな変化が貢献する
可能性を検討するために、ヒストン修飾変化をクロマチン免疫沈降(ChIP) 法により
解析した。ヒストンは転写開始点近傍やエンハンサー領域でアセチル化され、ヒスト
ンのアセチル化レベルと転写活性に正の関係があることが知られている 24)。そこで
Fas の転写抑制時のアセチル化の変化を調べた。ヒストン H3 のアセチル化の指標と
して acetyl Histone H3 Lys27 (H3K27ac) と acetyl Histone H3 Lys9 (H3K9ac) の
ChIP-qPCR を行なった。これらのアセチル化修飾はコントロール細胞では主に転写
開始点近傍に限局しており、Ras 導入細胞では転写開始点近傍のアセチル化レベルが
減少していた (Figure 5A)。 
次に、転写抑制性ヒストン修飾である dimethyl histone H3 Lys9 (H3K9me2)、
trimethyl histone H3 Lys9 (H3K9me3)、trimethyl histone H3 Lys27 (H3K27me3) 
を解析した。これらの転写抑制性のヒストンメチル化修飾はアセチル化修飾よりも広
範なゲノム領域を修飾することが知られているので、Fas 遺伝子周辺について広範囲
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に注目した。Fas はマウス染色体 19 番上の遺伝子であり、Fas 遺伝子の上流には
Stambpl1 と Acta2 遺伝子があり、これらの転写も Ras により抑制されていた 
(Figure 5B)。そこで、Stambpl1、Acta2 を含めた Fas 遺伝子周囲 200 kb に対して、
H3K9me2、H3K9me3、H3K27me3 ChIP-qPCR 解析を行なった。Ras 導入による
ヒストン修飾の変化率を調べると、Fas 遺伝子領域全体にわたって H3K27me3 修飾
レベルが 3 倍程度増加していた (Figure 5C)。一方、H3K9me2 及び H3K9me3 は
Ras による修飾変化を示さなかった。なお、ヒストン量の指標としてヒストン H3 を
調べたところ、アセチル化変化が観察された Fas の転写開始点近傍でヒストンの存在
量の少ない Nucleosome free region (NFR) が認められた (Figure 5A)。また、Ras
導入によって Fas 遺伝子領域のヒストンの存在量に変化はなかった (Figure 5A)。し
たがって、ChIP-qPCR 解析によって得られたヒストン修飾量の変化はヒストン量が
変化しているのではなく修飾量が変化していると結論付けられる。以上のことより
Ras-MAPK シグナルは Fas の転写抑制時に転写促進性のヒストンのアセチル化修飾
を減少させ、転写抑制性の H3K27me3 修飾を増加させることが判明した。 
 
[結果 2] ゲノムワイド解析を用いた、Ras による H3K27me3 修飾変化の同定 
1) Ras による H3K27me3 修飾変化は gene body に起きる 
Ras による転写変化と H3K27me3 修飾変化の関係をゲノムワイドに解析するために、
Life technologies 社 (旧 Applied biosystems 社) の SOLiD3 plus 次世代シーケンサ
ーを利用し、RNA-sequence (RNA-seq)で転写量を、H3K27me3 ChIP-sequence 
(ChIP-seq) で H3K27me3 修飾の分布を解析した。まず、転写量と染色体上での
H3K27me3 修飾の分布の関係をコントロール細胞で調べた。H3K27me3 ChIP-seq
では Vec 細胞で 3.68 Gb の塩基情報が取得され、1 kb の空間解像度の H3K27me3 修
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飾の染色体上での分布図を得た。UCSC ゲノムブラウザ上で RNA-seq と H3K27me3 
ChIP-seq のデータを可視化すると、H3K27me3 修飾によって数 100 kb にわたる広
範な領域が修飾されていた (Figure 6A)。この広範な修飾領域は Pauler らのマウス
胎児線維芽細胞  (MEF)を使った先行研究において Broad local enrichments 
(BLOCs)と名付けられている 25)。NIH3T3 細胞においても H3K27me3 修飾の分布は
BLOC 様のパターンを示し、BLOC 内部に含まれる遺伝子 (1,881 個) は転写活性が
低く、BLOC 外部の遺伝子 (11,488 個) は転写活性が高いことが示された (Figure 
6B)。次に遺伝子と H3K27me3 修飾部位の位置関係を調べるために、各遺伝子の転
写開始点から終結点までの gene body 領域とその上流、下流の領域の H3K27me3 修
飾レベルと遺伝子の転写量の関係を解析した。RefSeq 登録遺伝子の中で gene body
領域とその上流・下流の領域で H3K27me3 修飾量に大きな差がある 1,125 遺伝子を
抽出し、転写活性の順で並び替えを行った。その結果、遺伝子の gene body 領域の修
飾レベルが高い時に転写量は低く、gene body の修飾レベルが低い遺伝子は転写量が
高いという逆相関の関係が認められた (Figure 6C)。さらに gene body の修飾量の平
均値 (gene body mean H3K27me3 level) をとると、その遺伝子の転写量との間に逆
相関があり、gene body の H3K27me3 修飾レベルと遺伝子発現に負の関係があるこ
とが判明した (Figure 6D)。 
各遺伝子の、Ras シグナルによる gene body mean H3K27me3 level の変化
量を計算し、Ras-MAPK シグナルの活性化による H3K27me3 修飾変化量とした。さ
らに転写変化量も計算した (Figure 6E)。これらの量を用いて H3K27me3 修飾の増
加を伴って転写が減少する遺伝子と H3K27me3 修飾の減少を伴って転写が増加する
遺伝子を網羅的に探索した。その結果、Fas 遺伝子も gene body mean H3K27me3 
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level が増加し転写が抑制される遺伝子として同定された (Figure 6E)。また Fas 遺
伝子よりも H3K27me3 修飾レベルの増加量が著しい遺伝子として Itgb5, Ephx1, 
Plekha4 を同定した。また、Ras シグナルの活性化により H3K27me3 修飾減少を伴
って転写が活性化する遺伝子として Adcy7, Sorcs2, Bpifc を同定した (Figure 6E)。 
 
2) Ras による gene body の H3K27me3 修飾変化と転写変化の検証 
Gene body mean H3K27me3 level の Ras による変化量を指標として、これまでに
Ras シグナルによる H3K27me3 修飾変化が報告されていない新規の遺伝子を多数同
定することに成功した。そこで、これら新しく同定された遺伝子の H3K27me3 修飾
変化を検証した。Itgb5 遺伝子は細胞接着分子 integrin ファミリーの遺伝子であり、
Figure 7A で示されるように Ras シグナルで転写が抑制され、H3K27me3 レベルが
gene body 全体において増加していた。これらの結果は qRT-PCR 法 (Figure 7B) や
ChIP-qPCR 法 (Figure 7C) でも再現された。Adcy7 遺伝子はアデニル酸合成酵素フ
ァミリーの遺伝子であり、Figure 7Eで示されるようにRasシグナルで転写が亢進し、
H3K27me3 レベルが gene body 全体において減少していた。これらの結果もまた、
qRT-PCR 法 (Figure 7F) や ChIP-qPCR 法 (Figure 7G) でも再現された。この時ヒ
ストン H3 の量は変化しておらず (Figure 7D and 7H)、H3K9me2 や H3K9me3 と
いった他の抑制性ヒストン修飾は変動していなかった (Figure 8)。さらに他の遺伝子
Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 においても同様の結果が得られた (Figure 9)。以
上の検証実験の結果より gene body mean H3K27me3 level の変化量を用いることに
よって、Ras 導入細胞で転写開始点から終結点までの gene body 領域全体の
H3K27me3 修飾レベルが変化している遺伝子を同定することが可能であると考えら
れた。 
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[結果 3] Ras 活性化における H3K27me3 修飾の経時変化のゲノムワイド解析 
1) Ras による H3K27me3 修飾変化は転写変化の後に起きる 
次に Ras による転写変化と H3K27me3 修飾変化の因果関係を明らかにするために、
Ras 導入後の経時変化サンプルを用いた RNA-seq 解析と H3K27me3 ChIP-seq 解析
を行なった。次世代シーケンサーには Illumina 社の HiSeq2000 を用いて、SOLiD3 
plus シーケンサーの時の約 30 倍まで解読塩基数を増やし、染色体上での修飾部位の
空間解像度を高めた。時系列サンプルには NIH3T3 細胞にレトロウイルスベクター
を用いて RasG12V を遺伝子導入し、0、2、4、7、12 日目のサンプルを用いた。ま
ず、RefSeq に登録されている全 23,232 遺伝子中、Ras 導入前の 0 日目サンプルに対
し、Ras 導入後いずれかのサンプルで有意な発現変動を示した遺伝子 933 個を同定し
た。発現変動遺伝子は Cuffdiff で抽出した。これらの発現変動遺伝子に対して、遺伝
子発現の時系列変化の類似性に基づき階層クラスタリングを行なったところ、発現増
加 (赤色) と発現減少 (青色) を示す 2 つのクラスターに分類された (Figure 10A)。
次に、0 日目サンプルに対し、いずれかのサンプルで 2 倍以上の gene body mean 
H3K27me3 level の変化を示した遺伝子 1,027 個を同定し、遺伝子発現と H3K27me3
修飾の両方が変化する遺伝子 115 個を更なる解析に利用した (Figure 10B)。この 115
個の遺伝子の H3K27me3 修飾の時系列変化の類似性に基づき階層クラスタリングを
行なったところ、Ras 活性化後の H3K27me3 修飾変化が似ている 3 つのクラスター
に分類された (Figure 10B)。紫色で示したクラスターには H3K27me3 修飾が増加し
ている遺伝子群が、灰色と茶色で示したクラスターでは H3K27me3 修飾が減少して
いる遺伝子群が分類されていた。また、Figure 10A で解析した転写変化のクラスタ
ー情報と比較したところ、茶色のクラスターでは転写変化との明確な関連は認められ
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なかったものの、紫色と灰色のクラスターで H3K27me3 修飾変化と転写変化は逆相
関の傾向を示した (参照：Figure 10B 下段 右軸：転写変化)。そこで、転写変化と
H3K27me3 修飾変化に関連が認められた紫色と灰色のクラスターにおいて、転写変
化と H3K27me3 修飾変化の前後関係を調べた。まず Ras 導入後 0 日目と 12 日目の
値の中間値をとるまでの時間 (t-half) を計算した (Figure 10C)。紫色クラスターの
遺伝子 (49 個) では転写 t-half の中央値は 1.1 日、修飾 t-half の中央値は 6.9 日であ
った (Figure 10D)。灰色クラスターの遺伝子(29 個)では転写 t-half の中央値は 3.3
日、修飾 t-half の中央値は 4.8 日であった (Figure 10E)。この結果は、転写変化後約
5.8 日目に H3K27me3 修飾が増加し、転写変化後約 1.5 日目に H3K27me3 修飾が減
少することを表している。以上の結果より、Ras による H3K27me3 修飾変化は転写
変化の後に起きていることが示唆された。 
 
2) 転写変化後の H3K27me3 修飾変化の個別検証 
時系列変化について個別の遺伝子に注目し解析を進めた。解析する遺伝子には Itgb5、 
Adcy7 と Smad6 遺伝子を用いた (Figure 11A)。Itgb5 遺伝子と Adcy7 遺伝子では
gene body 全体の H3K27me3 修飾レベルが変化していた。一方 Smad6 遺伝子では転
写開始点周辺に限局して修飾レベルが変化していた。Smad6 は TGF シグナルの抑制
分子で、過去に Ras による細胞老化において H3K27me3 修飾が転写開始点近傍で増
加する遺伝子として報告されている 26)。この限局した修飾変化は転写開始点より内側
にあるため、gene body mean H3K27me3 level の変化量に反映され、Ras によって
H3K27me3 修飾が増加する遺伝子として同定されていた。これらの遺伝子では 2 日
目で転写は変化しているが、gene body mean H3K27me3 level の Ras による変化は
2 日目では見られず、4 日目から 12 日目にかけて徐々に変化していた (Figure 11B)。
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これら転写変化後の H3K27me3 修飾変化は ChIP-qPCR、qRT-PCR で再現された 
(Figure 11C)。また、Ras-MAPK シグナルを 4-hydroxytamoxifen (4HT) によって誘
導できる Raf-ER を導入した細胞を用いても同様の結果が得られた (Figure 11D)。さ
らに Plekha4、Ephx1、Bpifc、 Sorcs2 においても転写変化の後に H3K27me3 修飾
変化が認められ (Figure 12 and 14A)、Ras シグナルの活性化による H3K27me3 修
飾変化は転写変化後に起きることが確かめられた。 
 
[結果 4] Ras による H3K27me3 修飾変化と転写変化の因果関係 
1) PRC2 構成分子ノックダウン細胞における Ras による転写変化 
H3K27me3 修飾変化が転写変化の後に起きていたことから、Ras による転写変化に
は H3K27me3 修飾変化は必要でないと考えられる。H3K27me3 修飾は Suz12 を含
む酵素複合体 Polycomb repressive comprex 2 (PRC2) により修飾されることが知ら
れている 27)。また、Suz12 欠損細胞の実験から、Suz12 は PRC2 の活性に必須であ
ることが知られている 28)。そこで、Suz12 のノックダウンにより、H3K27me3 修飾
レベルを減少させた細胞で Ras-MAPK シグナル活性化による転写変化を調べた。
Raf-ER 導入 NIH3T3 細胞に Suz12 siRNA をエレクトロポレーション法により導入
し、Suz12 をノックダウンしたのち、4HT 含有培地で 1 日間 Ras-MAPK シグナルを
活性化させた (Figure 13A)。Suz12 のノックダウンにより、Suz12 のタンパク質及
び H3K27me3 修飾レベルが顕著に減少することを確認した (Figure 13B)。また、
Itgb5、Adcy7、Smad6 領域においても、Suz12 をノックダウンすることで H3K27me3
修飾レベルが減少していることを確認した (Figure 13C)。この条件で転写変化を解
析したところ、予想と一致して H3K27me3 修飾レベルを低下させても Ras-MAPK
シグナルによる転写変化はコントロールノックダウン細胞と同様に観察された 
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(Figure 13D)。さらに Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 においても同様の結果が得
られた (Figure 14B and 14C)。したがって、Ras-MAPK シグナル活性化後 1 日目で
の転写変化には PRC2 や H3K27me3 修飾変化は必要ではないといえる。 
Ras-MAPK シグナルによる転写変化の後に、H3K27me3 修飾は時間をかけ
て変化する。そこで Ras 活性化後 7 日目で増加した H3K27me3 修飾の機能を調べる
ために、4HT 添加後 3 日目で Suz12 siRNA を導入し 7 日目での H3K27me3 修飾レ
ベルを抑制した (Figure 13E)。Suz12 のノックダウンによって Itgb5 や Smad6 にお
ける H3K27me3 修飾の増加を抑え、シグナル活性化前と同等の H3K27me3 修飾レ
ベルに維持することができた (Figure 13F)。この時にもコントロールノックダウン
と同様に Ras-MAPK シグナルによる転写変化は観察された (Figure 13G)。以上より
Ras 活性化後遅れて変化する H3K27me3 修飾は Ras による転写変化においては必要
ないと結論付けた。したがって、Ras-MAPK シグナルは H3K27me3 修飾非依存に転
写変化を誘導し、その後に結果として H3K27me3 修飾変化が誘導されていると考え
られた。 
 
2) H3K27me3 修飾変化は継続的な Ras-MAPK シグナルに依存している 
これまでに H3K27me3 修飾は転写抑制の維持機構として働くという報告がある 29)。
この報告では、一度転写抑制刺激によって H3K27me3 修飾が増加すれば、転写抑制
刺激を消失させても転写抑制状態が維持されることを示している。そこで、
Ras-MAPK シグナルの活性を 4HT の有無で制御できる ER-Ras 導入細胞と Raf-ER
導入細胞を用いて、Ras による転写抑制後の H3K27me3 修飾増加が、Ras シグナル
非依存的な転写抑制維持機構として働く可能性を検証した。まず、NIH3T3 細胞に
ER-Ras 発現レトロウイルスを感染させ、ER-Ras 導入細胞を樹立した。この細胞を
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4HT 含有培地で 9 日間培養し、Ras-MAPK シグナルによる転写変化と H3K27me3
修飾変化を誘導し、その後 4HT を除いて Ras-MAPK シグナルを不活化した (Figure 
15A)。Ras 発現量をウエスタンブロッティングで確認したところ、4HT 存在下では
ER-Ras タンパク質は高く発現するが、4HT の非存在下では ER-Ras タンパク質は低
下しており、4HT 除去による Ras-MAPK シグナルの不活化が確認できた(Figure 
15B)。この時 Itgb5、Smad6、Adcy7 遺伝子の転写変化は 4HT 処理中の 9 日目で観
察され、この転写変化は 4HT 除去後、4HT 処理前の状態に戻った (Figure 15C)。さ
らに、Itgb5、Smad6 遺伝子で観察される H3K27me3 修飾レベルの増加は、Ras シ
グナル不活性化後完全に元の状態に戻っていた (Figure 15D)。一方、Adcy7 遺伝子
の H3K27me3 修飾レベルの減少は、4HT 除去しても低いまま維持された。また、
Raf-ER 導入細胞を用いて 4HT 処理を 7 日間続けた後に、4HT を除くことで
Ras-MAPK シグナルを不活化した場合においても (Figure 15E)、Itgb5、Smad6 の
転写変化と H3K27me3 修飾増加は維持されなかった (Figure 15F and 15G)。さらに
Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 においても同様の結果が得られ (Figure 16)、
Ras-MAPK シグナルによる転写抑制及び H3K27me3 修飾増加には継続的な
Ras-MAPK シグナルの活性化が必要であり、シグナル依存的に可逆的に変化する性
質を持つと結論付けた。以上のことより、Ras による H3K27me3 修飾は転写抑制維
持機構としても働いていないと考えられた。 
 
3) H3K27me3 修飾変化部位では転写の変化が認められる 
H3K27me3 修飾の染色体上での分布をコントロール細胞と Ras 導入細胞間で比べる
と、既知の遺伝子から数 kb 離れた遺伝子間領域において H3K27me3 修飾変化が観
察される。具体例として Col1a1 と Mink1 遺伝子の上流領域を Figure 17A に示す。
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Col1a1 遺伝子上流では Ras 導入細胞で H3K27me3 修飾が増加していた。一方で
Mink1 遺伝子上流では H3K27me3 修飾が減少していた。 
Figure 6やFigure 10で行ったRefSeqに登録されている遺伝子の解析では、
遺伝子の gene body、すなわち転写領域において H3K27me3 修飾変化が観察された
ことから、Col1a1 や Mink1 遺伝子上流の遺伝子間領域においても、これまでに知ら
れていない遺伝子の転写変化があると予想した。そこで、SOLiD3 plus シーケンサー
の RNA-seq データの再解析を行った。SOLiD3 plus シーケンサーでは転写方向を示
すストランド情報を持つため、転写ユニットの判別に有利である。再解析の結果
Col1a1 と Mink1 の上流に転写産物の存在を示すシーケンスリードを検出した 
(Figure 17A)。また、この遺伝子間領域のシーケンスリードはそれぞれ Col1a1 と
Mink1 と同様の Ras 依存的な転写変化を示していた。そこで、この遺伝子間領域の
転写産物を qRT-PCR 解析で定量したところ、新規の転写産物が存在することを確認
した (これらの新規転写産物を uCol1a1 と uMink1 と名付けた) (Figure 17B)。さら
に、この新規転写産物 uCol1a1 と uMink1 は Ras シグナルによって H3K27me3 と
逆相関の関係をもって転写変化していた (Figure 17B)。 
次に uCol1a1 と uMink1 の転写変化とその領域の H3K27me3 修飾変化の前
後関係を調べるために、Raf-ER 導入細胞を用いシグナル活性化後の経時的な解析を
おこなった。その結果、uCol1a1 及び uMink1 の転写変化はシグナル活性化後 1 日目
で確認されるものの、その時点では H3K27me3 修飾変化は認められなかった。
uCol1a1 及び uMink1 領域の H3K27me3 修飾変化は、それぞれ 5 日目、3 日目に顕
著に認められた (Figure 17C)。さらに Il33 遺伝子上流において同定された uIl33 に
おいても同様の結果が得られた (Figure 17D and 17E)。以上の結果は、Ras による
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遺伝子間領域の H3K27me3 修飾変化から新規転写産物を同定することが可能であり、
さらにその転写産物の Ras による変化も H3K27me3 修飾変化に先行することを示し
ている。 
 
[結果 5] Itgb5 遺伝子を用いた H3K27me3 修飾変化の分子機構の解析 
1) H3K27me3 修飾変化は Ras シグナル活性化後 30 日をかけて完了する 
Ras 導入後 12 日目までの経時変化の解析から、H3K27me3 修飾変化が Ras による
転写変化後に起きることが明らかになった 30)。そして、Ras による H3K27me3 修飾
量の推移をみると Ras 導入後 12 日目の時点ではいまだに修飾量変化が完了していな
い可能性があったので、Ras 導入後の H3K27me3 修飾変化をさらに長期間にわたり
調べた。Ras 導入 NIH3T3 細胞を長期に培養し、Ras 導入後 0、5、15、25、35、45
日目にサンプルを回収し H3K27me3 ChIP-qPCR 解析を行なった (Figure 18A)。そ
の結果、Ras導入後25日目から35日目の間でH3K27me3修飾の増加は平衡に達し、
修飾変化は完了することが示された (Figure 18B)。Ras 導入前の 0 日目サンプルで
は Itgb5 遺伝子領域の上流(Itgb5-a)、下流(Itgb5-f)は H3K27me3 修飾レベルが高く、
Itgb5 遺伝子の gene body 及び転写開始点(Itgb5-b, d, e)では H3K27me3 修飾レベル
が低い。Ras 導入後の H3K27me3 修飾の増加が完了すると、Itgb5 遺伝子周囲の
H3K27me3 修飾レベルの高い領域と同等まで gene body の H3K27me3 修飾レベル
が高くなった。 
 
2) H3K27me3 修飾変化は Histone アセチル化変化の後に認められる 
ここまで Histone H3 Lys27 のメチル化修飾 H3K27me3 を解析してきたが、Histone 
H3 Lys27 はアセチル化修飾も知られており、互いに排他的な修飾であると考えられ
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る 31, 32)。また、それぞれ転写抑制と転写亢進との相関が報告されている。そこで、
Ras-MAPKシグナル活性化後のH3K27ac修飾の経時的変化を調べた。まずH3K27ac
と H3K9ac の ChIP-qPCR を行い、Itgb5 遺伝子領域におけるヒストンアセチル化部
位を探索した。その結果、アセチル化される Lysine の種類に関わらず転写開始点に
高い修飾が認められ、gene body においても修飾が観察される領域があった。さらに
Ras 導入によって転写開始点付近および gene body においてもアセチル化修飾の減
少が確認された(Figure 19A)。monomethyl Histone H3 Lys4 (H3K4me1) 修飾はエ
ンハンサーの指標であり、trimethyl Histone H3 Lys4 (H3K4me3) プロモーターの
指標である 33)。Gene body においてアセチル化修飾されている部位は、H3K4me1
が高く、H3K4me3 が認められないことから、エンハンサー領域であると考えられた 
(Figure 19B)。次に、同定された転写開始点付近並びにエンハンサー部位の H3K27ac
の経時変化を解析した。その結果 H3K27me3 修飾変化がまだ起きていない Ras 導入
後 2 日目でも、H3K27ac はすでに顕著な減少を示し(Figure 19C)、H3K27me3 修飾
変化より H3K27ac 修飾変化が先に起きていることが示された (Figure 19C and D)。 
アセチル化変化がメチル化変化に先行していることから、Ras による
H3K27ac の変化が Ras による転写変化やその後に続く H3K27me3 変化に果たす役
割を検討した。アセチル化はヒストンアセチル化酵素 HAT により修飾増加、ヒスト
ン脱アセチル化酵素 HDAC により修飾が減少する 34)。まず、HDAC 阻害剤
Trichostatin A (TSA) で細胞を処理すると、細胞のアセチル化レベルが増加すること
を確認した (Figure 20A)。そこで、Ras 導入 1 日後から 6 日間 HDAC 処理を加えた
細胞の転写変化及び H3K27ac 変化と H3K27me3 変化を調べた。その結果、TSA 処
理によって TSA 濃度依存的に Itgb5 の転写抑制が解除された (Figure 20B)。また、
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Ras 導入細胞でも Itgb5 のプロモーター領域およびエンハンサー領域の H3K27ac レ
ベルは HDAC 阻害処理によって高いレベルで維持されており、Ras 導入後 7 日目に
おいても H3K27me3 修飾の増加が抑えられていた  (Figure 20C)。以上より
H3K27me3 修飾には H3K27ac レベルの低下が先行することが必要であることが示
唆された。Ras 導入後まず、アセチル化修飾の低下と Itgb5 遺伝子の転写抑制が起こ
り、その後継続的な Ras-MAPK シグナルによって H3K27me3 修飾が増加すると考
えられる。 
 
3) H3K27me3 修飾酵素の変化は RNA polymerase II の変化の後に認められる 
次に H3K27me3 修飾変化の分子機構を明らかにするため、H3K27me3 修飾酵素複合
体 PRC2 の Ras による発現制御と局在制御を調べた。H3K27me3 酵素活性のある set
ドメインを持つ Ezh2 もしくは Ezh1 は、共通の scaffold タンパク質 Suz12、EED
等と複合体を形成し、Ezh2-Suz12-EED 等による PRC2、または Ezh1-Suz12-EED
等による PRC2 を形成する 35)。まず、RNA-seq のデータを用いて、これら PRC2 の
各構成タンパク質の発現量を調べた。その結果、PRC2 構成タンパク質の Ras による
発現変動は確認されなかった (Figure 21A)。また、Ezh2 と Suz12 に関して qRT-PCR
で発現量を調べたところ、RNA-seq データに一致して Ras による大きな発現変動は
確認されなかった (Figure 21B)。したがって、Ras による H3K27me3 修飾変化は修
飾酵素の発現変動によるものではないと考えられた。 
次に Ras 導入後の H3K27me3 修飾酵素の局在変化を調べるために、Ras 導
入前および導入後 2 日目と 7 日目のサンプルを用いて Suz12 の ChIP-qPCR 解析を
行なった。Ras によって H3K27me3 修飾の増加が確認されている Itgb5 遺伝子領域
で Ras 導入後 2 日目では Suz12 は動員されなかったが、H3K27me3 修飾変化が認
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められた導入後 7 日目では Itgb5 遺伝子領域への Suz12 の動員が確認された(Figure 
21C)。また、Ras による Suz12 の Itgb5 への動員は gene body (Itgb5-c, d, e) よりも
転写開始点近傍 (Itgb5-m, n, b) においてより顕著であった。さらに、Raf-ER 導入細
胞を用いて 4HT 添加後 1 日目と 7 日目のサンプルを用いて Suz12 ChIP-qPCR を行
ったところ、やはりシグナル活性化後 1 日目には Suz12 は Itgb5 に動員されず、
H3K27me3 修飾変化が認められるシグナル活性化後 7 日目に Itgb5 領域への動員が
確認された (Figure 21D)。さらに、RNA polymerase II ChIP-qPCR を行い、転写の
実行分子 RNA polymerase II の局在変化を調べたところ、Itgb5 遺伝子の転写開始点
近傍において RNA polymerase II はシグナル活性化 1 日目で減少し、7 日目でも RNA 
polymerase II の存在量は低下したままであった (Figure 21E)。すなわち、Itgb5 遺
伝子領域では RNA polymerase II の減少が起きてから、PRC2 が動員されており、
H3K27me3 修飾変化の時期に一致して修飾酵素は修飾部位に動員されることが確認
された。 
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【考察】 
1. DNA メチル化による Fas の転写抑制に対しての考察 
GazinらはFas遺伝子はRasシグナルの活性化によってDNAメチル化が亢進し転写
が抑制されると報告した 11)。しかしながら、私の行った実験では Ras シグナルの活
性化ではFas遺伝子領域のDNAメチル化は亢進せず、むしろRas活性化前からDNA
メチル化レベルが高い領域が存在しており(Figure 3F)、Gazin らの報告は再現できな
かった。先行論文においては、Ras 導入細胞を 5azaC で処理すると Ras によって抑
制された Fas の発現量はほぼ 100%回復しており、これは私の実験においても再現さ
れた (Figure 3E)。Gazin らの報告で Dnmt1 ノックダウンにより DNA メチル化機
構を特異的に阻害した場合には遺伝子発現は部分的にしか回復せず、私の実験におい
ても Np95 遺伝子欠損細胞では遺伝子発現はやはり部分的にしか回復しなかった 
(Figure 4F)。すなわち、いずれの場合においても 5azaC による薬剤処理では Fas の
発現は回復するが、DNA メチル化機構を直接抑制した場合には発現は部分的にしか
回復していない。 
5azaC は DNA 複製時に取り込まれ DNA メチル化機構を抑制するが、さらに
DNA 鎖に取り込まれた 5azaC が DNA 損傷応答を誘起することが知られている 23)。
Fas は種々のストレスに応答してアポトーシスを誘引する分子で、DNA 損傷応答の
一部である p53 経路は Fas 遺伝子の転写を活性化する 36)。そのため、5azaC で引き
起こされた DNA 損傷応答は、Fas 遺伝子の転写を活性化する可能性がある。実際に
細胞死の指標である cPARP のシグナルが 5azaC 処理細胞で増加していることから 
(Figure 4A)、5azaC 処理は DNA 損傷応答による細胞死を誘導していると考えられる。
すなわち 5azaC 処理による Fas 遺伝子の発現回復は、5azaC による細胞毒性が原因
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である可能性を示している。このことから 5azaC 処理は DNA メチル化感受性遺伝子
の候補を探索するのには有用であるが、候補となった遺伝子群が実際に DNA メチル
化に依存した転写制御を受けるか多角的に検証することが必要と考えられた。また、
これまでRasによるFas遺伝子の転写抑制はDNAメチル化に依存すると報告されて
きたが、私は DNA メチル化には依存していないと結論付けた。 
 
2. Ras による Fas 遺伝子領域のヒストン修飾変化について 
Ras の活性化で DNA メチル化は変化しなかったが、ヒストン修飾は Fas 遺伝子領域
で大きく変化していた。転写促進性のアセチル化修飾はリジンの位置に関わらず Ras
による変化が観察されたのに対して (Figure 5A)、転写抑制性のヒストンメチル化修
飾は H3K9me2、H3K9me3 と H3K27me3 の 3 種の修飾のうち、H3K27me3 のみが
Ras による制御を受けていた (Figure 5C)。このことから、Fas 遺伝子領域では H3K9
のメチル化酵素であるG9aやSuv39h1はRasによる活性制御を受けていないことが
わかる。H3K9me3 は主としてセントロメアや遺伝子間領域を修飾することでゲノム
の安定性に関与し 37)、一方で、H3K9me2 と H3K27me3 は遺伝子周辺部を修飾し遺
伝子発現制御に関与することが知られている 38, 39)。Ras シグナルの活性化が H3K9
のメチル化修飾変化を誘導する可能性は否定できないが、Ras シグナルの活性化は少
なくとも特定の遺伝子群では特異的に H3K27me3 修飾制御を示すことが明らかとな
った。 
ヒストン修飾と転写制御の関係については、転写因子の結合部位など転写制
御に関与する DNA エレメントが良く調べられている遺伝子では、ChIP-qPCR を用
いてその DNA 領域のヒストン修飾が調べられている 40)。また、転写開始点近傍は
Nucleosome free region (NFR) となっており、緩んだクロマチン構造に対して RNA 
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polymerase II をはじめとした転写開始前複合体が動員され、特徴的なヒストン修飾
が認められることが知られている 33)。しかしながら、Fas 遺伝子のように事前に転写
制御に関与する DNA エレメントがわからない場合、ChIP-qPCR のような限定され
た DNA 領域の解析では転写制御と関連のある修飾変化を見つけきれない可能性があ
る。また、H3K27me3 修飾はヒストンアセチル化と比べてより広範なゲノム領域に
おいて連続的な修飾変化が観察されることがわかっていた。私たちの解析でも、Fas
遺伝子領域のH3K27me3 ChIP-qPCR解析結果からH3K27me3修飾変化は転写開始
点だけでなく数 100 kb にもわたる広範な DNA 領域において修飾変化を見せること
が明らかとなり、このことから転写開始点近傍にしぼった H3K27me3 ChIP-qPCR
解析だけでは Ras による H3K27me3 修飾変化の特徴を記載することは困難であり、
転写開始点や DNA エレメントといった事前情報に基づかずに Ras による
H3K27me3 修飾変化をゲノムワイドに理解するためには、次世代シーケンス解析に
よる H3K27me3 ChIP-seq が必要であると考えた。 
 
3. RNA-sequence と ChIP-sequence の解析方法について 
今回の研究では RNA-seq データから遺伝子発現量を計算する方法として RPKM と
FPKM を利用した。これらはともに RefSeq などの既知の遺伝子モデルを使って、遺
伝子のエキソン部分にマップされた読み取り塩基量を定量することで遺伝子発現量
を算出している。この RPKM や FPKM は基本的に遺伝子や、そのアイソフォームに
対して 1 つの値が対応するため、Ras による遺伝子の発現変化解析についてもこれら
の値を利用した。 
一方でヒストン修飾の ChIP-seq 解析法ではヒストン修飾と遺伝子をどのよ
うに対応させるかについて方法論がいまだ確立されていない。それは、ヒストン修飾
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といっても転写開始点付近に限局する H3K4me3 修飾や広範なゲノム領域に広がる
H3K27me3 修飾など、ヒストン修飾の種類ごとに染色体上での修飾パターンが異な
るので、個々のヒストン修飾に最適化された ChIP-seq 解析方法が求められるからで
ある。また、遺伝子ごとに、遺伝子領域のサイズが異なり、さらに、プロモーター領
域など転写を制御する DNA エレメントと転写領域の相対位置関係は異なる。そのた
めに、遺伝子ごとに注目すべきヒストン修飾の相対的位置が異なると想定される。そ
こで、Ras 導入前後の H3K27me3 ChIP-seq 解析に関しても、染色体上のどの部位の
ヒストン修飾変化をどの遺伝子に割り当てることが妥当であるかをまず検討する必
要があった。解析方法として汎用されているピーク解析は、転写因子解析に用いられ、
数塩基ほどの DNA モチーフを認識し、結合部位が非常に限局する転写因子の結合部
位を同定することに適している 41, 42)。しかしながら、広範な修飾領域を持つ
H3K27me3 にこの解析を適用すると偽陽性のピークが多くなり、各々の遺伝子に対
して対応する H3K27me3 修飾領域を定めることは困難であった。 
我々の H3K27me3 ChIP-seq 解析では、gene body の修飾量と転写に負の関
係があることから (Figure 6C and 6D)、Ras 導入前後で gene body の H3K27me3
修飾が転写変化と逆相関の関係をもって変化する遺伝子を同定した (Figure 6E)。こ
の方法では 1 つの遺伝子に対して 1 つの H3K27me3 修飾の変化量を割り当てること
ができるため、Ras 導入による変化を解析することが容易である。この方法を用いて
gene body の修飾変化の経時変化も解析が可能であった (Figure 10)。しかしながら、
この解析方法では数キロから数百キロにも及ぶ gene body 内部の H3K27me3 修飾領
域のパターンという複雑な情報を 1 つの数値に置き換えているので、gene body 内部
の修飾パターンの変化をとらえることができない。例えば Itgb5 遺伝子では gene 
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body 内部で一様の修飾変化を示すが、 Adcy7 遺伝子では二極性の修飾変化を示す 
(Figure 11A)。さらに Smad6 遺伝子では転写開始点近くに強く限局した修飾変化が
観察される(Figure 11A)。従って、今回の H3K27me3 ChIP-seq 解析は Ras による
修飾変化について一つの局面を示すに留まっており、より詳細な変化を同定するには
さらなる解析方法が必要である。ショウジョウバエを用いた研究から H3K27me3 修
飾変化は Polycomb responsive element (PRE) 配列を修飾変化の開始点として、そ
こから修飾変化が周囲のゲノム領域に広がることが観察されている 43)。今回用いた解
析方法では、PRE のような限局された領域の H3K27me3 修飾変化の発見には不適で
あると考えられる。 
 
4. H3K27me3 修飾の修飾領域について 
H3K27me3 は転写開始点近傍でピーク状に修飾する場合と、より広範な領域に対し
てブロードに修飾する場合が存在し、これらの修飾パターンは細胞種によって割合が
さまざまであることが知られている 44, 45)。一般に ES 細胞のような未分化な細胞では
転写開始点近傍のピークが多い 46, 47)。一方で、線維芽細胞のような分化した細胞で
は BLOC 状の連続した H3K27me3 修飾領域を形成することが多く 25, 48-50)、NIH3T3
細胞においても転写抑制性の BLOC 状の H3K27me3 修飾パターンが観察された 
(Figure 6A and 6B)。H3K9me2 修飾の large organized chromatin K9 modifications 
(LOCKs) にも共通して観察されることであるが 51)、転写抑制性のヒストン修飾は広
域な転写抑制性ドメインを形成する場合があり、これは限局した修飾領域を形成する
H3K4me3 修飾やヒストンアセチル化修飾とは異なる。 
先行研究における正常線維芽細胞の Ras による細胞老化に対する
H3K27me3 ChIP-seq では、RefSeq 遺伝子の転写開始点+/-2 kb 内の H3K27me3 修
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飾変化に注目した解析を行っている 26)。この解析では、転写開始点近傍の Smad6 の
修飾変化は同定できていたが、より広範に gene body 全体でヒストン修飾変化する
Itgb5 などは見つけることができていなかった。我々は NIH3T3 細胞の BLOC 状の
H3K27me3 修飾の修飾パターンに則して、広範なゲノム領域の修飾変化の同定を試
みた。そして、遺伝子領域の H3K27me3 修飾と転写に負の関係があることを利用し
て、Ras シグナルが数 10 kb を超える広大な gene body の H3K27me3 修飾レベルを
変化させることを明らかにした。さらに、Figure 17 で示すように、H3K27me3 修飾
変化のみ観察されていた遺伝子間領域においても、RefSeq に登録されていない新規
の転写変化が観察され、転写領域と H3K27me3 修飾領域に関係があると考えられた。 
Pauler らは gene body は RNA polymerase II が進行し DNA に書き込まれた
遺伝情報を RNA へと転写する個所であるため、RNA polymerase II による
H3K27me3 脱メチル化モデルを提唱している 25)。RNA polymerase II は H3K27me3
脱メチル化酵素と結合し、遺伝子領域に脱メチル化酵素を運搬することが知られてい
る 52, 53)。また、RNA polymerase II は C terminal domain (CTD) を介して Set2 と
結合する 54)。Set2 は H3K36me3 修飾酵素であり、RNA polymerase II によって gene 
body に動員されることで転写活性の高い遺伝子の gene body を修飾することが知ら
れている。H3K36me3 は H3K27me3 と相互に排他的で、同一ヒストンでは片方の修
飾が入ると片方は修飾できない 55)。この知見と一致して、Itgb5 の gene body 領域で
は確かに Ras による H3K27me3 修飾増加の認められる個所で H3K36me3 修飾が低
下する(未発表データ)。従って、転写抑制された遺伝子の gene body では RNA 
polymerase II が動員されないので H3K36me3 修飾レベルが低下し、代わりに
H3K27me3 修飾が増加する。そして、転写活性の低い遺伝子や転写されないゲノム
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領域が隣接し、H3K27me3 修飾が連続すると BLOC 状の連続した H3K27me3 修飾
パターンとして観察されるのではないかと考えている。 
 
5. H3K27me3 修飾変化と転写変化の因果関係について 
次世代シーケンサーの塩基解読能力を生かした ChIP-seq 法が開発されたことで、
H3K27me3 修飾をはじめとして様々なヒストン修飾の染色体上での分布が明らかと
なってきている 56, 57)。ヒストン修飾の ChIP-seq 結果や RNA-seq 結果は、公共デー
タベースに登録され、ENCODE コンソーシアムや NCBI のサイトから情報を取得し
転写とヒストン修飾の相関関係を調べることができる。しかしながら、現時点で経時
変化サンプルの ChIP-seq 結果や RNA-seq 結果の登録は十分でなく、転写とヒスト
ン修飾の相関を調べることは可能であるが、因果関係を議論することはできない。 
今回の解析では、Ras 導入細胞における経時変化の H3K27me3 ChIP-seq と
RNA-seq を行い、修飾変化と転写変化の前後関係を調べた。その結果、H3K27me3
修飾変化は転写変化の後に起きていた(Figure 10)。さらに修飾酵素のノックダウン細
胞においても Ras による転写変化には影響を与えなかった (Figure 13 and 14)。すな
わち、転写変化には H3K27me3 修飾変化は必要でない。このような転写変化の後の
H3K27me3 修飾変化は他の実験系でも報告されている。例えば、C2C12 細胞を使っ
た筋分化過程やシロイヌナズナのFLC遺伝子におけるH3K27me3修飾の経時変化解
析では、転写変化が先に起きてから H3K27me3 修飾変化していることを示すデータ
が得られている 58, 59)。一方で、H3K27me3 修飾は発生分化過程で制御され、遺伝的
に H3K27me3 修飾を欠損する PRC2 欠損マウスでは PRC2 標的遺伝子の発現異常に
よって胎生致死になることが知られている 28)。従って、組織や条件によっては転写変
化の原因として H3K27me3 修飾が働く可能性もある。今後、マウス発生過程におけ
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る転写変化とヒストン修飾変化の時系列情報を取得することにより、生体内において
も H3K27me3 修飾変化と転写変化の前後関係を明らかにできると考えている。 
Itgb5 遺伝子においては転写促進性のアセチル化修飾と転写抑制性の
H3K27me3 修飾の Ras による変化の前後関係を解析した。その結果、Ras の活性化
でアセチル化修飾は H3K27me3 修飾変化よりも早く修飾レベルが減少していた 
(Figure 19C and 19D)。すなわち、アセチル化減少の結果、転写が抑制され、その後
に H3K27me3 修飾レベルが増加する可能性が示唆される。この仮説を支持するもの
として、ヒストン脱アセチル化阻害剤処理により Ras 導入細胞のアセチル化レベルを
維持すると Itgb5 の転写抑制と H3K27me3 修飾増加を阻害することができた 
(Figure 20C)。ヒストンアセチル化は転写活性の高い遺伝子のプロモーター、エンハ
ンサー、遺伝子領域を修飾し、一般にアセチル化ヒストン結合ドメインであるブロモ
ドメインを持つタンパク質を介して様々な転写関連分子を動員する 60)。例えば、アセ
チル化されたプロモーター領域ではブロモドメインを持つ BRD4 が結合する。BRD4
は Mediator complex や pTEFb をプロモーター領域へと動員して転写開始反応と転
写伸長反応を促進することが知られている 61, 62)。従って、Ras の活性化でアセチル
化修飾が低下することから、ブロモドメインを介して結合するタンパク質の動員が不
能となり、Itgb5 遺伝子の転写抑制し、ついで H3K27me3 修飾の増加が誘起される
可能性が示唆された。 
 
6. H3K27me3 修飾による転写抑制維持機構について 
転写抑制は、転写抑制状態の開始と維持という二つのフェーズに分けて考えられてい
る。Hansen らは Tetracycline (Tet) 誘導性プロモーターによって PRC2 の発現制御
をする実験系を用いて Tet 添加によりトランスジーン上に PRC2 を動員し
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H3K27me3 修飾を増加させると、その後に Tet を除去し過剰な PRC2 の動員を停止
させても、内在性の PRC2 が H3K27me3 修飾し、転写抑制状態が維持されることを
報告した 29)。この結果を Ras による H3K27me3 修飾変化に演繹すると、Ras によっ
て一度、H3K27me3 修飾した後に Ras シグナルを不活化しても転写抑制状態が維持
されると予想される。しかしながら、今回解析に用いたER-RasまたはRaf-ERと 4HT
による Ras-MAPK シグナル制御では、Ras シグナルによって増加した H3K27me3
修飾は、Ras シグナルを不活化にすると元の状態に戻り、転写抑制状態の維持は認め
られなかった (Figure 15 and 16)。 
Hansen らの報告とわれわれの報告が異なった原因は様々な可能性が考えら
れる。一つ目は Polycomb repressive complex 1 (PRC1) と H2Aub が転写抑制維持
機構には必須である可能性である。PRC1 はヒストンメチル化結合ドメインであるク
ロモドメインを介して H3K27me3 修飾を認識し、その領域の H2A の 119 番目のリ
ジンをモノメチル化(H2Aub)し 63)、PRC1 と H2Aub は、RNA polymerase II がプロ
モーター領域から遺伝子領域へと伸長することを阻害することが知られている 64)。ま
た、PRC1 はユビキチン化活性とは独立して結合領域のクロマチンを凝集させる活性
を持つことが知られている 65)。しかしながら、H3K27me3 修飾の分布と PRC1 と
H2Aub の分布は部分的にしか一致しないことが知られており 66, 67)、Ras による
H3K27me3 修飾変化を PRC1 が認識せず H2Aub 修飾が起こらない可能性もある。
この仮説を検証するためには、Ras による H3K27me3 修飾変化部位の PRC1 の局在
や H2Aub 修飾を調べる必要がある。 
二つ目の可能性は Ras による H3K27me3 修飾変化が完了していないことが
考えられる。Figure 18 で示したように、Ras による H3K27me3 修飾変化が完了す
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るには 30 日前後の日数が必要である。そのため Ras 導入後 9 日目にシグナルをオフ
する実験では、H3K27me3 修飾の変化量が転写抑制維持機構として働くには十分で
はない可能性がある。この可能性を検証するためには Ras シグナルを活性化後 30 日
ほど経過してからシグナルを不活化した場合に、より高レベルの H3K27me3 修飾が
転写抑制維持機構として働く可能性を検証する必要がある。ヒストン修飾や転写因子
の解析においては、修飾や結合の有無だけに注目した質的な解析が主流である。我々
のヒストン修飾解析のような H3K27me3 修飾の量的な研究はほとんどなされておら
ず、修飾量に注目した研究が H3K27me3 修飾の生物学的な意義についてより明解な
答えを与えると期待される。 
 
7. Ras による H3K27me3 修飾変化の分子機構 
正常線維芽細胞においてRasシグナルが活性化すると細胞老化が誘導され CDKイン
ヒビターの Ink4a 遺伝子座の H3K27me3 修飾レベルが減少する 12, 13)。細胞老化前の
Ink4a 遺伝子座はノンコーディング RNA である Anril 依存的に PRC2 が動員され
H3K27me3 修飾を受ける 68)。Ink4a 遺伝子座の Anril 以外にも Hoxc 遺伝子クラス
ターの HOTAIR や X 染色体の不活性化に関わる Xist などのノンコーディング RNA
による H3K27me3 修飾酵素の動員機構が同定されている 69, 70)。このことは、
H3K27me3 修飾部位の特異性の一端をノンコーディング RNA が担っている可能性
を示唆するので、今回同定した Ras による H3K27me3 修飾変化部位でも新規のノン
コーディング RNA が発見される可能性があった。しかし、今回 RNA-seq によりゲ
ノムワイドに遺伝子発現の情報を取得したものの、そのようなノンコーディング
RNA は同定できなかった。今回の RNA-seq で用いた方法では、発現量の低い遺伝子
は検出しにくい。ノンコーディング RNA を検出するための RNA-seq 用サンプル調
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整をすれば 71)、Ras によって Anril のようなノンコーディング RNA の転写を介する
H3K27me3 修飾酵素の動員を明らかにすることが可能である。 
Ras による Ink4a 遺伝子座における H3K27me3 修飾の脱メチル化では Ezh2
の転写抑制と脱メチル化酵素 Jmjd3 の転写促進が観察され、Ras による Ink4a 遺伝
子座の H3K27me3 修飾レベルの減少は修飾酵素群の発現変動によるものと考えられ
ていた 72, 73)。しかしながら、我々や金田らの Ras 導入前後の H3K27me3 ChIP-seq
解析によって、H3K27me3 修飾レベルが減少する遺伝子だけでなく、H3K27me3 修
飾レベルが増加する遺伝子も観察された 26)。実際、NIH3T3 では Ras による修飾酵
素群の発現変化は観察されず (Figure 21A and 21B)、Ras による H3K27me3 修飾変
化は酵素の局在変化や修飾酵素の活性制御が原因であると考えている。 
本研究で同定した H3K27me3 修飾変化は、転写変化の後に生じていた。その
ため、転写や転写の実行分子である RNA polymerase II が H3K27me3 修飾制御に関
わる可能性がある。前項で触れたように、RNA polymerase II は H3K27me3 の脱メ
チル化酵素と相互作用し、脱メチル化酵素を遺伝子領域に運ぶことが報告されている
52, 53)。したがって、Ras による転写の変化が先に起きることによって、RNA 
polymerase II による H3K27me3 脱メチル化酵素の gene body への動員に変化が生
じる可能性が考えられる。また、H3K27me3 修飾酵素の局在制御に様々なリン酸化
制御が重要であることが明らかにされてきている。例えば、Ezh2 の複数のアミノ酸
残基はリン酸化を受けるが、CDK1 によるリン酸化を受けると DNA 複製期の PRC2
の DNA 複製部位への動員が強まることが知られている 74, 75)。また、Ras シグナル下
流のキナーゼであるMSKはH3K27の隣のアミノ酸残基H3S28をリン酸化する 76)。
S28 がリン酸化されると PRC2 が K27 を認識できずに酵素活性が阻害され
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H3K27me3 レベルが減少することが知られている 77)。このように、Ras シグナルの
活性化が PRC2 のリン酸化やヒストンのリン酸化を介して H3K27me3 修飾部位を制
御する可能性もある。今後の解析では RNA polymerase II や、Ras シグナル下流の
リン酸化制御が H3K27me3 修飾酵素の局在変化や活性制御に関与するかを検証した
いと考えている。 
 
8. H3K27me3 修飾の二次元マップと三次元マップについて 
DNA 鎖上における二次元の距離が、核内における三次元の距離に反映はしない 78)。
そのため、数 100 kb 離れた H3K27me3 修飾領域であっても核内の三次元配置では
近接している可能性がある。PRC2 は核内で Polycomb body (Pc body)と呼ばれる顕
微鏡で可視化できる構造体を作ることが知られている 79)。Pc bodyを用いた解析から、
ある染色体上の H3K27me3 修飾領域は同一染色体上の H3K27me3 修飾領域と近接
して存在することが示されている 80)。すなわち転写が不活性の H3K27me3 修飾され
た DNA 領域がひとまとまりになって核内に折りたたまれて収納されている可能性が
示唆される。一方で転写される遺伝子も Transcription factory と呼ばれる転写の場に
動員され、DNA 鎖上では離れて存在する転写活性の高い遺伝子が三次元の核内構造
上では近接していることが知られている 81)。従って、Ras による広範な H3K27me3
修飾変化はこのようなPc body や transcription factory の出現や消失と関係を持って
いる可能性がある。成田らは、核内のヘテロクロマチン高次構造と H3K27me3 修飾
は共局在するが、ヘテロクロマチン高次構造に H3K27me3 修飾は必須ではなく 82)、
ヘテロクロマチン高次構造がまず形成され、その後 H3K27me3 修飾がおこると提唱
している。今回我々は、転写抑制後に H3K27me3 修飾が変化することを発見してお
り、ヘテロクロマチンとの関連を解析することも興味深いと考えている。 
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9. 総括と展望 
これまでに行われてきた多くの ChIP-seq 解析では、ヒストン修飾と転写との相関が
示されているものの、その前後関係を明確に示す研究が不足していた。本研究では、
がんで高頻度にシグナル伝達異常が見つかる Ras/MAPK 経路による、H3K27me3 修
飾の経時的変化のゲノムワイド解析を行った。その結果、Ras シグナルの活性化が遺
伝子の gene body の H3K27me3 修飾を変化させること、RefSeq に登録されている
全 23,232 遺伝子中 gene body における H3K27me3 修飾変化が顕著な遺伝子 78 個に
関して、Ras による修飾変化が転写変化の後に生じることを示した。したがって、Ras
シグナルによる変化においては、H3K27me3 修飾は転写抑制の結果を示すことが明
らかとなった。 
多くのがんで DNA メチル化、ヒストン修飾の異常が報告されており、遺伝
子の変異と並んで細胞のがん化の原因と考えられている。転写抑制性ヒストン修飾の
H3K27me3 に関しても、修飾変化と転写変化の相関を示す知見は蓄積してきている
ものの、これまでの実験では H3K27me3 修飾変化と転写変化の前後関係は明らかに
されていなかった。本研究結果は、実際のヒトがんにおいても、シグナル伝達異常に
よって転写変化が誘導された結果として、H3K27me3 修飾変化が誘発されている可
能性を示唆している。本研究のように、ヒストン修飾と転写の経時変化をゲノムワイ
ドに示すことが、細胞機能におけるヒストン修飾の役割を正確に理解することにつな
がるものと考えている。Ras シグナルと H3K27me3 修飾変化の間をつなぐ分子機構
については今後の検討課題である。この分子機構の同定が、ヒトがんにおける
H3K27me3 修飾異常の誘発機構の研究に大きく貢献するものと考えられる。  
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【結論】 
本研究により、1) Ras シグナルの活性化による Fas 遺伝子の転写抑制では、DNA メ
チル化ではなく H3K27me3 修飾が特異的に制御を受けること、2) Ras シグナルの活
性化によるH3K27me3修飾変化はgene bodyにおいて広範に生じていること、3) Ras
シグナルの活性化による H3K27me3 修飾変化は転写変化の後に生じ、転写と負の相
関を持つこと、4) Ras シグナルの活性化による Itgb5 遺伝子領域の H3K27me3 修飾
変化はアセチル化修飾変化後に生じており、Itgb5 遺伝子領域への RNA polymerase 
II 動員が阻害された後に PRC2 が動員されることを示した。これらより Ras シグナ
ルによる H3K27me3 修飾変化が転写変化を誘導するのではなく、むしろ転写変化の
結果として H3K27me3 修飾変化すると結論した。さらに、Ras による H3K27me3
修飾変化と転写変化の前後関係をがん細胞に演繹すると、がん細胞の H3K27me3 修
飾異常は転写変化の結果を示している可能性が示唆された。 
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【図説】 
本論文の図の一部は PLoS Genet 2013;9:e1003698 より引用した。 
 
Figure 1 ヒストン修飾と Ras シグナリングの模式図 
(A) 本研究で解析に用いた転写促進性のヒストン修飾の模式図。ヒストン H3 のヒス
トンテールのアミノ末端 1 番目から 39 番目のアミノ酸残基とヒストン H4 のヒスト
ンテールのアミノ末端 1 番目から 30 番目のアミノ酸残基を図示した。マゼンダで示
した Lysine 残基(K)は転写促進性のアセチル化やメチル化修飾を受ける。Ac はアセ
チル化を、Me はメチル化を表す。(B) 本研究で解析に用いた転写抑制性のヒストン
修飾の模式図。ヒストン H3 のヒストンテールのアミノ末端 1 番目から 39 番目のア
ミノ酸残基を図示した。マゼンダで示した Lysine 残基(K)は転写抑制性のメチル化修
飾を受ける。(C) Ras シグナリングの模式図。不活性型 Ras (GDP 型)は細胞外からの
刺激に応答して活性型 Ras (GTP 型)となり下流の MAPK カスケード (Raf)や PI3K
カスケードにシグナルを伝達する。12 番目の glysine が valine に置換された恒常活
性型 RasG12V 変異体は常に GTP 型となり恒常的にシグナルを伝達する。 
 
Figure 2 Ras による DNA メチル化制御と Ras による H3K27me3 修飾制御の模式図 
(A) Ras による DNA メチル化修飾制御。アポトーシス関連遺伝子 Fas は Ras シグナ
ルが活性化すると DNA メチル化による転写抑制を受けると報告されている。この転
写抑制は 5-azacytidine (5azaC)処理で解除され、転写が回復する。(B) 本研究で明ら
かとなった Ras による転写変化と H3K27me3 修飾変化の関係。Ras シグナルによる
転写変化は H3K27me3 修飾変化に先行する。 
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Figure 3 Ras 導入 NIH3T3 細胞における Fas の転写抑制と DNA メチル化の関係 
(A) ウエスタンブロッティングによるコントロール Vector 導入細胞 (Vec) と Ras 導
入細胞 (Ras) における H-Ras、pERK1/2、ERK1/2、-Tubulin (内在性コントロー
ル)の発現量比較。 (B) 位相差顕微鏡で観察した Vec 細胞と Ras 細胞の形態。スケー
ルバーは 100 m を示す。 (C) qRT-PCR 法によるコントロール Vector 導入細胞 
(Vec) と Ras 導入細胞 (Ras) における Fas 遺伝子 mRNA 発現量比較。Vec の mRNA
量を 1.0 とした。独立した 5 回の実験の平均値標準誤差を示す。(D) 5-azacytidine 
(5azaC)を 0, 0.5, 1, 5, 10 M 含む培地でVec細胞及びRas細胞を 72時間培養後の、
H-Ras、Dnmt1、-Tubulin (内在性コントロール)の発現量変化。(E) 5azaC 処理に
よる Fas の mRNA 発現量変化。Vec 細胞の 5azaC、0 M の mRNA 量を 1.0 とした。
(D) で用いた細胞を使用。(F) 上段) Fas 遺伝子の転写開始点上流 10 kb から下流 2.5 
kb までの CpG 配列（マゼンダ）。a～e は MeDIP 解析を行った領域を示す。下段) 
Vector導入細胞 (Vec) とRas導入細胞 (Ras) の 5azaC 処理前後の a～e領域におけ
る MeDIP 解析結果。 
 
Figure 4 Ras 導入 Np95 欠損細胞における Fas の転写抑制と DNA メチル化の関係 
(A) Vector 導入細胞 (Vec) と Ras 導入細胞 (Ras)を 5 M の 5azaC 含有培地で 72 時
間培養した後の H-Ras、Dnmt1、cPARP、-Tubulin (内在性コントロール)の発現量。
(B) Np95 の模式図。Np95 は一方の DNA 鎖が DNA メチル化されている
hemi-methylated DNA を 認 識 し 結 合 す る 。 Np95 依 存 的 に Dnmt1 は
hemi-methylated DNAに動員され非メチル化DNA鎖をメチル化する。(C) Np95 F/F 
MEFにCre recombinase 発現ウイルスを感染することによりNp95 欠損細胞 (Np95 
/) を作製し、その後 Ras 発現ウイルスを感染させた。上段) Np95 mRNA 発現量の
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qRT-PCR 解析結果。下段) Np95 MEF の遺伝子型判定の PCR 結果。Flox アリルは
増幅産物として検出されるが、遺伝子欠失アリルは増幅されない。(D) (C)で用いたゲ
ノム DNA の HpaII 及び MspI 制限酵素の切断パターン。(E) (C)で用いた細胞の
MeDIP 解析による Fas 遺伝子近傍 (Figure 3F-c 領域) の DNA メチル化レベル。(F) 
(C)で用いた細胞の Fas 遺伝子の qRT-PCR による発現量解析結果。 
 
Figure 5 Ras 導入による NIH3T3 細胞における Fas 遺伝子近傍の Histone H3 修飾
の変化 
(A) 上段) Fas 遺伝子に対して設計した ChIP-qPCR プライマーの位置を 1~6 で示し
た。下段) 1~6 領域における H3K27ac 修飾量、H3K9ac 修飾量、H3 量を ChIP-qPCR
で解析した結果。(B) Stambpl1、Acta2、Fas 遺伝子の Ras による mRNA 発現量の
変化。Vec の mRNA 量を 1.0 とした。独立した 5 回の実験の平均値標準誤差。(C) Fas
遺伝子周辺 200 kb における H3K9me2 (n=2)、H3K9me3 (n=2)、H3K27me3 (n=3) 
ChIP-qPCR の結果。Vec の% of input を 1.0 とした。平均値標準誤差で示した。
グラフの下に各遺伝子の染色体上での位置と転写の方向を示す。 
 
Figure 6 Ras による H3K27me3 修飾変化のゲノムワイド解析 
(A) Vec 細胞における転写量 (RPKM)の分布と H3K27me3 修飾の分布。各 RefSeq
遺伝子の RPKM は水色長方形の高さで示した。同定された Broad local enrichments 
(BLOCs) を黒棒で示した。RefSeq 遺伝子の色は(B)で解析した BLOC との位置関係
に対応する。 (B) BLOC と遺伝子の関係。左) 遺伝子を、BLOC と遺伝子が完全重複
(inside: 青色)、部分重複 (overlap: 赤色)、重複なし (outside: 緑色)で分類し、それ
ぞれの RPKM をボックスプロットで示した。右) inside (青色)、overlap (赤色)、
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outside (緑色)に分類された遺伝子の割合。(C) 遺伝子周辺の H3K27me3 修飾パター
ンの解析。横線は個々の遺伝子であり、線の色は H3K27me3 修飾レベルを表す。遺
伝子の転写開始点から終結点まで (gene body) の距離を 100%とし、上流 100%と下
流 100%の H3K27me3 修飾レベルを表示した。各遺伝子は、RPKM 値昇べき順で並
べた。RPKM と H3K27me3 修飾レベルはカラースケールで示した。(D) Gene body 
mean H3K27me3 level と RPKM の関係。H3K27me3 signal を Gene body mean 
H3K27me3 level (縦軸：gene body 全体の H3K27me3 修飾量の長さ当たりの平均)
として定義し、各遺伝子の RPKM (横軸) 量で分類してボックスプロットで示した。 
(E) Ras による gene body mean H3K27me3 level の変化量 (H3K27me3 ratio) と
RPKM の変化量 (RPKM ratio) の関係。個別検証に用いた遺伝子を色づけで示した。
赤は H3K27me3 signal が増加し転写が減少した遺伝子、青は H3K27me3 signal が
減少し転写が増加した遺伝子を表す。 
 
Figure 7 Itgb5 及び Adcy7 の Ras による H3K27me3 修飾変化 
(A) UCSC ゲノムブラウザで可視化した Itgb5 遺伝子周辺の RNA-seq (RPKM) と
H3K27me3 ChIP-seq 結果。Ras 導入細胞で H3K27me3 修飾が増加した領域をピン
クの網掛けで示す。(B) Itgb5 の Ras による mRNA 発現変化の qRT-PCR 解析。Vec
の mRNA 量を 1.0 とした。(C) Itgb5 遺伝子領域における Ras による H3K27me3 修
飾変化のChIP-qPCR解析結果。ChIP-qPCRで用いたプライマーの位置は (A) のa~f
に示す。(D) Itgb5 遺伝子領域の H3 ChIP-qPCR 解析。(E) UCSC ゲノムブラウザで
可視化した Adcy7 遺伝子周辺の RNA-seq と H3K27me3 ChIP-seq 結果。Ras 導入細
胞で H3K27me3 修飾が減少した個所をピンクの網掛けで示す。(F) Adcy7 の Ras に
よる mRNA 発現変化の qRT-PCR 解析。(G) Adcy7 遺伝子領域における Ras による
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H3K27me3 修飾変化の ChIP-qPCR 解析。ChIP-qPCR で用いたプライマーの位置は 
(E) の g~l に示す。(H) Adcy7 遺伝子領域の H3 ChIP-qPCR 解析。qRT-PCR と
ChIP-qPCR では、独立した 5 回の実験で同様の結果を確認し、代表値を示した。 
 
Figure 8 Itgb5 及び Adcy7 の Ras による H3K9me2 及び H3K9me3 修飾変化の解析 
(A) Itgb5 遺伝子領域 (上段: Figure 7A, b、下段: e) 及び (B) Adcy7 遺伝子領域 (上
段: Figure 7E, h、下段: i) の H3K9me2、H3K9me3、H3K27me3 ChIP-qPCR 解析。
Vec の% of input を 1.0 とした。独立した 3 回の実験の Ras による修飾量変化の平均
値標準誤差。 
 
Figure 9 Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 の Ras による H3K27me3 修飾変化 
(A) UCSC ゲノムブラウザで可視化した Plekha4 及び Ephx1 遺伝子周辺の RNA-seq 
(RPKM) と H3K27me3 ChIP-seq 結果。Ras 導入細胞で H3K27me3 修飾が増加した
個所をピンクの網掛けで示した。(B) Plekha4 及び Ephx1 の Ras による mRNA 発現
変化の qRT-PCR 解析結果と H3K27me3 修飾変化の ChIP-qPCR 解析結果。Vec の
mRNA 量を 1.0、Vec の% of input を 1.0 とした。ChIP-qPCR 解析に用いたプライ
マーの位置を (A) 矢頭で示す。(C) UCSC ゲノムブラウザで可視化した Bpifc 及び
Sorcs2 遺伝子周辺の RNA-seq と H3K27me3 ChIP-seq 結果。Ras 導入細胞で
H3K27me3 修飾が減少した個所をピンクの網掛けで示した。 F) Bpifc 及び Sorcs2
の Ras による mRNA 発現変化の qRT-PCR 解析結果と H3K27me3 修飾変化の
ChIP-qPCR 解析結果。ChIP-qPCR 解析に用いたプライマーの位置を (C) 矢頭で示
す。qRT-PCR と ChIP-qPCR では、独立した 5 回の実験の Ras による修飾量変化の
平均値標準誤差。 
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Figure 10 転写及び H3K27me3 修飾の Ras 導入後の経時変化のゲノムワイド解析 
(A) 発現変動遺伝子 933 個に対する転写の経時変化の類似性による階層クラスタリ
ング。発現が増加するクラスター(赤色)と発現が減少するクラスター(青色) に分類。
正規化した発現量をカラースケールで示す。(B) H3K27me3 修飾の経時変化の類似性
による階層クラスタリング。H3K27me3 修飾変動遺伝子 1027 個と発現変動遺伝子
933 個の両者に重複する 115 個の遺伝子を対象とした。左軸に 3 つのクラスター（紫
色、灰色、茶色）を示す。右軸は各遺伝子が帰属する (A) の転写変化のクラスター
を表す。正規化した H3K27me3 修飾レベルはカラースケールで示す。(C) 転写変化
及び H3K27me3 修飾変化の t-half の計算方法を示す。Ras 導入前(Ras0)に得られた
値と Ras 導入後 12 日目(Ras12)に得られた値の中間の値をとる時間（日）を t-half
とした。(D) 左側) 紫色クラスターに属する遺伝子群の正規化した発現量の平均値、
正規化した gene body mean H3K27me3 level の平均値の経時変化を示す。点線は
t-half を示す。右側) 紫色クラスターに属する遺伝子群の発現量と gene body mean 
H3K27me3 level の t-half をボックスプロットで示す。(E) 左側) 灰色クラスターに
属する遺伝子群の正規化した発現量の平均値、正規化した gene body mean 
H3K27me3 level の平均値の経時変化を示す。点線は t-half を示す。右側) 灰色クラ
スターに属する遺伝子群の発現量と gene body mean H3K27me3 level の t-half をボ
ックスプロットで示す。 
 
Figure 11 Itgb5、Adcy7、Smad6 における Ras による転写及び H3K27me3 修飾の
経時変化 
(A) Ras 導入後 0、2、4、7、12 日における Itgb5 遺伝子、Adcy7 遺伝子、Smad6 遺
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伝子周辺領域の H3K27me3 修飾 (H3K27me3 ChIP-seq) を UCSC ゲノムブラウザ
で可視化した。(B) 各遺伝子の mRNA (FPKM) 及び gene body mean H3K27me3 
level の Ras 導入後の経時変化。点線は t-half を示す。(C) Ras 導入後の経時変化の
解析。転写を qRT-PCR で、ヒストン修飾を ChIP-qPCR で定量した。転写量は day 0
の mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。H3K27me3 level は、同時に行った H3 
ChIP-qPCR との相対量で表した。(D) Raf-ER 導入細胞を 4HT 刺激した後の発現量
及び H3K27me3 修飾の経時変化。ChIP-qPCR 解析に用いたプライマーの位置を (A) 
矢頭で示す。Figure 7 で示した Itgb5-e と Adcy7-i をそれぞれ Itgb5 と Adcy7 の
ChIP-qPCR に用いた。 
 
Figure 12 Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 における Ras による転写及び H3K27me3
修飾の経時変化 
(A) Ras 導入後 0、2、4、7、12 日における各遺伝子周辺領域の H3K27me3 修飾 
(H3K27me3 ChIP-seq) を UCSC ゲノムブラウザで可視化した。(B) 各遺伝子の
mRNA (FPKM) 及び gene body mean H3K27me3 level の Ras 導入後の経時変化。
点線は t-half を示す。 
 
Figure 13 Suz12 ノックダウン細胞における Ras による転写変化と H3K27me3 修飾
変化 
(A) (B)~(D)の実験に用いた Suz12 発現抑制実験スケジュール。(B) ウエスタンブロ
ッティングによる発現量解析。Suz12 と-Tubulin (内在性コントロール)には細胞質
画分を、H3K27me3、H3 (内在性コントロール) にはクロマチン画分を用いた。(C) 各
遺伝子領域の H3 あたりの H3K27me3 修飾量。H3K27me3 level は、同時に行った
63 
 
H3 ChIP-qPCR との相対量で表した。Figure 11 で示した矢頭の領域を ChIP-qPCR
に用いた。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。(D) 各遺伝子の mRNA
発現量を qRT-PCR で計測した。転写量はコントロール細胞、エタノール処理時の
mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。独立した 3 回の実験の平均値標準誤差を示
した。(E) (F)~(G)の実験に用いた Suz12 発現抑制実験スケジュール。(F) 各遺伝子
領域のH3あたりのH3K27me3修飾量。Figure 11で示した矢頭の領域をChIP-qPCR
に用いた。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。(G) 各遺伝子の mRNA
発現量を qRT-PCR で計測した。転写量はコントロール細胞、エタノール処理時の
mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示
した。 
 
Figure 14 Plekha4、Ephx1、Bpifc、Sorcs2 の転写及び H3K27me3 修飾の経時変化
の個別検証と Suz12 ノックダウンの影響 
(A) Raf-ER 導入細胞を 4HT 刺激後の転写及び H3K27me3 修飾の経時変化。転写量
は day 0 の mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。H3K27me3 level は、同時に行
った H3 ChIP-qPCR との相対量で表した。プライマー位置は Figure 9 に矢頭で示し
た。(B) 各遺伝子の qRT-PCR による mRNA 発現量解析。コントロール細胞、エタ
ノール処理時の mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。独立した 3 回の実験の平均
値標準誤差を示した。(C) 各遺伝子領域の H3 あたりの H3K27me3 修飾量を
ChIP-qPCR で測定した。実験スケジュールは Figure 13A に従った。独立した 2 回
の実験の平均値標準誤差を示した。 
 
Figure 15 Itgb5、Smad6 における Ras シグナルによる可逆的な H3K27me3 修飾変
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化 
(A) (B)~(D)の実験の Ras シグナル活性化と活性化解除のスケジュール。 (B) ウエス
タンブロッティングによる ER-Ras タンパク質の発現解析。検出には抗 H-Ras 抗体
を用いた。-Tubulin を内在性コントロールとして用いた。(C) 各遺伝子の mRNA
発現量の経時変化を qRT-PCR で計測した。Day 0 の mRNA 量を 1.0 とした相対量で
表した。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。(D) 各遺伝子領域の H3
及び H3K27me3 修飾量の経時変化を ChIP-qPCR で測定した。Day 0 でのシグナル
を 1.0 として相対量を表す。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。 (E) 
(F)~(G)の実験の MAPK シグナル活性化と活性化解除のスケジュール。(F) 各遺伝子
の mRNA 発現量の経時変化を qRT-PCR で計測した。Day 0 の mRNA 量を 1.0 とし
た相対量で表した。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。(G) 各遺伝子
領域の H3 及び H3K27me3 修飾量の経時変化を ChIP-qPCR で測定した。Day 0 で
のシグナルを 1.0 として相対量を表す。独立した 2 回の実験の平均値標準誤差を示
した。Figure 7A-c および Figure 7E-i をそれぞれ Itgb5 と Adcy7 の ChIP-qPCR に
用いた。Smad6 の解析には Figure 11A で示した矢頭の領域を用いた。 
 
Figure 16 Plekha4、Ephx1 における Ras シグナルによる可逆的な H3K27me3 修飾
変化 
Figure15A のスケジュールに従った。(A) 各遺伝子の mRNA 発現量を qRT-PCR で
計測した。Day 0 の mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。独立した 2 回の実験の
平均値標準誤差を示した。(B) 各遺伝子領域の H3 及び H3K27me3 修飾量の経時変
化を ChIP-qPCR で測定した。Day 0 でのシグナルを 1 として相対量を表す。独立し
た 2 回の実験の平均値標準誤差を示した。 
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Figure 17 遺伝子間領域の H3K27me3 修飾変化に基づいた新規転写産物の同定 
(A) Col1a1 遺伝子周辺(左側)と Mink1 遺伝子周辺(右側)の DNA 鎖のストランドごと
の RNA-seq シーケンスリードの分布と H3K27me3 修飾の分布。新規に推定された
転写領域をマゼンダの長方形で示した。(B) 新規転写産物に対する qRT-PCR 解析。
逆転写酵素 (RT) を非添加サンプルの結果も示す。独立した 4 回の実験の平均値標
準誤差を示した。(C) Raf-ER導入細胞を 4HT で刺激した後の新規転写産物 (uCol1a1
と uMink1) 及び H3K27me3 修飾の経時変化。転写量は day 0 の mRNA 量を 1.0 と
した相対量で表した。H3K27me3 level は、同時に行った H3 ChIP-qPCR との相対
量で表した。(D) Il33 遺伝子周辺の DNA 鎖のストランドごとの RNA-seq シーケンス
リードの分布と H3K27me3 修飾の分布。新規に推定された転写領域をマゼンダの長
方形で示した。(E) Raf-ER 導入細胞を 4HT で刺激した後の新規転写産物 (uIL33) 及
び H3K27me3 修飾の経時変化。 
 
Figure 18 長期培養した Ras 導入細胞における Itgb5 遺伝子領域の H3K27me3 修飾
変化 
(A) Ras 導入後の実験スケジュール。(B) Itgb5 遺伝子領域における Ras による
H3K27me3 修飾変化の ChIP-qPCR 解析。a、b、d、e、f は ChIP-qPCR で用いたプ
ライマーの位置を示す。 
 
Figure 19 Itgb5 遺伝子領域における Ras による H3K27me3 修飾変化と H3K27ac
修飾変化の前後関係 
(A) ChIP-qPCR 解析による Itgb5 遺伝子領域の H3K27ac 及び H3K9ac 修飾量。a~e
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及び m、n は ChIP-qPCR で用いたプライマーの位置を示す。(B) Itgb5 遺伝子領域に
おけるH3K4me1及びH3K4me3修飾のChIP-qPCR解析。(C) Itgb5-n (上段)、Itgb5-c 
(下段) における Ras 導入後の H3K27ac 修飾の経時変化を ChIP-qPCR 解析で解析し
た。(D) Itgb5-n (上段)、Itgb5-c (下段) における Ras 導入後の H3K27me3 修飾の経
時変化の ChIP-qPCR 解析。 
 
Figure 20 HDAC 阻害剤処理の Ras による Itgb5 遺伝子領域におけるアセチル化変
化及び H3K27me3 変化への影響 
(A) アセチル化ヒストンに対する TSA 処理効果のウエスタンブロッティングによる
解析。図で示した濃度の TSA で 12 時間細胞を処理し、ヒストンの修飾レベルを特異
的抗体を用いて検出した。(B) qRT-PCR による Itgb5 の mRNA 発現量の TSA 処理
による影響の解析。Ras 導入後 1 日目から図示した濃度の TSA 処理を継続し、Ras
導入後 7 日目にサンプルを回収し解析に用いた。転写量は Vec の mRNA 量を 1.0 と
した相対量で表した。(C) (B)で用いた TSA で処理した細胞の Itgb5 遺伝子領域の
H3K27ac 及び H3K27me3 を ChIP-qPCR で解析した。m、b 及び c は ChIP-qPCR
で用いたプライマーの位置を示す。 
 
Figure 21 PRC2 の Ras による転写変化と Itgb5 遺伝子領域における局在変化の解析 
(A) PRC2 構成遺伝子の Ras による mRNA 量 (RPKM) の変化を示す。SOLiD3 plus
シーケンサーで取得したデータを用いた。(B) PRC2 構成遺伝子 Ezh2 と Suz12 の
qRT-PCR 結果。独立した 7 回の実験の平均値標準誤差を示した。転写量は Vec の
mRNA 量を 1.0 とした相対量で表した。(C) Itgb5 遺伝子領域における Vector 導入
細胞 (Vec)と Ras 導入後 2、7 日目の Suz12 ChIP-qPCR 結果。b~e 及び m、n は
67 
 
ChIP-qPCR で用いたプライマーの位置を示す。(D) Raf-ER 導入細胞を 4HT で刺激
後 0、1、7 日目のサンプルを用いた Suz12 ChIP-qPCR 結果。(C)で示した n 及び c
のプライマーを用いた。(E) Raf-ER 導入細胞を 4HT で刺激後 0、1、7 日目のサンプ
ルを用いた RNA polymerase II ChIP-qPCR 結果。(C)で示した n 及び c のプライマ
ーを用いた。 
 
Table 1 Primers for qRT-PCR
Name Forward primer (from 5' to 3') Reverse primer (from 5' to 3')
Itgb5 GATGCGGTCCTCCAGGCTGC CACTGGCCATCGTGGGGCTG
Adcy7 GGGCTCGCTACGACTTCGCC GAACCAGCCCCAGCAGGCAG
Smad6 CTCCCTCATCACTGCTCCGGGT GGTGCTCCCAGTACGCCACG
Ephx1 GTGGTGGGGCCCAGGGTCAA GGTGGGGATGCCCGGAACCT
Plekha4 AGACCCCAACTTGCCGGTGC TTCCACAGCCGGAGGCCTGA
Sorcs2 CGGTGGTGTCATTGCCGCCA GTGCTCCACGTGTGGCCCTC
Bpifc GCTCTTGGTACCACGCTGTCCAC GGCCCTGTGGCCATCATCTGC
Fas GATGCACACTCTGCGATGAAG CAGTGTTCACAGCCAGGAGAAT
Acta2 GCCAGTCGCTGTCAGGAACCC AGCCGGCCTTACAGAGCCCA
Stambpl2 TTCTCATGCCCCTTGTAAGC AAACATGCCTCCACCACTTC
uCol1a1 AGCGCTAAGAGGCATCAAAC TGAGCATTTCCTTCCTCTCC
uMink1 TCCAGGGGTCTTGATGAAAG AGCTGGTTCTCCTTTGCTTG
uIl33-a AAAGGTCCCTGGGGTAAATG AAGTCACATGGTTCCCAAGC
uIl33-b AGTCATTCCAAGGCACCATC AGCATGGGTGGTTTTCTGTC
Suz12 AGCAAGAATCTCATAGCTTGTCTGCAC TCACAAGCAGGACTTCCAGGGT
Arbp GGACCCGAGAAGACCTCCTT GCACATCACTCAGAATTTCAATGG
Ezh2 TGTAGACTCATTGCGCGGGA AGGCACCGAGGCGACTGCAT
Np95 TACCATGGGAGAACCTGGAG CCACAAACATGATCCGACAG
Primers for qRT-PCR analysis
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Table 2　Primers for MeDIP analysis
Fas-a GCCAATCTTTCCCAACAGAG TACTGGCATGCAGAGGAATG
Fas-b GAGGCTGGACTATGGTTTTCTG AGAGGAGAGCAAGAGGCAAAG
Fas-c CACAACGGCAGCAAAGTTAC TCGTGCGAACATTCTAGAGC
Fas-d GGGGCTTTACGAAGATTGTG TCAGGTCTTCCCAGAAATCG
Fas-e TGCCAGAGGTAAGGGAAATG TGCCAAGCAAACAGTCTCTG
Primers for MeDIP analysis
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Table 3 Primers for ChIP-qPCR
Name Forward primer (from 5' to 3') Reverse primer (from 5' to 3')
Fas-1 GCCAGCTTGGTTTTGATCTC TCTTTGCAGTTGGGTTAGGG
Fas-2 CACAACGGCAGCAAAGTTAC TCGTGCGAACATTCTAGAGC
Fas-3 GGGGCTTTACGAAGATTGTG TCAGGTCTTCCCAGAAATCG
Fas-4 TGCCAGAGGTAAGGGAAATG TGCCAAGCAAACAGTCTCTG
Fas-5 TAACCATGGCTGTGTTCTGG CTTTTTCCTGCAGCCCATAC
Fas-6 TTGCTGTCACGTGGAATCTC TACAGAAAGGAACCCGATGG
Fas-ChIP1 GCAAATTCAGCCCTCTATGC GCCAAGAACTTGGATTGGTC
Fas-ChIP2 TTCTCATGCCCCTTGTAAGC AAACATGCCTCCACCACTTC
Fas-ChIP3 ACCACACTGCCCTCAAATTC ATAATCGCTGCTGGTGATCC
Fas-ChIP4 TAAAGGCCCTTCTTGTGCTC CCACTGGCGTTATCATGTTG
Fas-ChIP5 TCCTGGAGAAATCAGCCAAG ACCATGGATAAGCTGCCAAG
Fas-ChIP6 CAGGGCACACTTGAATGTTG CATTTCCCCAACTGAAGCTC
Fas-ChIP7 GCCAGCTTGGTTTTGATCTC TCTTTGCAGTTGGGTTAGGG
Fas-ChIP8 CACAACGGCAGCAAAGTTAC TCGTGCGAACATTCTAGAGC
Fas-ChIP9 GGGGCTTTACGAAGATTGTG TCAGGTCTTCCCAGAAATCG
Fas-ChIP10 TGCCAGAGGTAAGGGAAATG TGCCAAGCAAACAGTCTCTG
Fas-ChIP11 ACAAACTGTGTGGAGCATGG CAGCAACTGCCTTTCAGATG
Fas-ChIP12 TAACCATGGCTGTGTTCTGG CTTTTTCCTGCAGCCCATAC
Fas-ChIP13 TTGCTGTCACGTGGAATCTC TACAGAAAGGAACCCGATGG
Fas-ChIP14 AGAACCCACTTGTCCCATTG CACCCACATTTGTGACTTGC
Name Forward primer (from 5' to 3') Reverse primer (from 5' to 3')
Itgb5-a AAGTTGGCTTTGGACCAGTG GCGGCTATTTCTTCTTGACG
Itgb5-b TCCGAACTTTCCTCTTCCTG CGGGCTTGAAAGTGAATAGC
Itgb5-c TTGAGGGACCACTTTCCTTG TGGGAGAAATGACTGGCTTC
Itgb5-d CATTTATCTGGCCGTTCACC CTGGCATTCATAGCGATTCC
Itgb5-e TCCCTGGAACAAAAGTGAGG ACTTTGGGACCTGAGCAATG
Itgb5-f TGTATGAGAAAGCGGCACTG ACAGCACGGGGTTTTAACTG
Itgb5-m AATGGCCTGACAGATCCAAG ACTTGGGCCAAAGCAATCTC
Itgb5-n AGGAGCCTTCCCTTCCTG GCTTCCCCTCCCAAGTCC
Adcy7-g TTACATCCCAGGGAAGATGC TCTTTGGCCACATAGGAACC
Adcy7-h TGCAGGGACACTTGTAATGC TCCCACTGAAAATGGAGGTC
Adcy7-i TGGGGACAAGGATATTCAGC AACATGGGCTATGGGAACTG
Adcy7-j TGCTGATGTGGGACTCTTTG GAATGTGCCAACTGCATGTC
Adcy7-k TGATTCCTGGGTTAGGATGC ACCCACAATGCAGCTAAAGG
Adcy7-l TTCCCAACTCCCTCAAACAG AGATTGGGGATGACAACTGG
Smad6-ChIP TAAGCAGGGCCAACTCAAAG GAAAAGGAGGGGTGAAAAGC
Plekha4-ChIP GCTGGGTTGAAAGGCTTATG TGCCTAAACCAAGGGTTGAC
Ephx1-ChIP ATGAAACTGCCCCAAGTCAC AACCCTTGAATGGACTGTGC
Bpifc-ChIP AGTTGGGGAGCATTGTTGAC TTCCTGCCAGAGCATTTACC
Sorcs2-ChIP ATCCATTTCTGCCCACTCAC TTGCTCTTGATGCAGTCCAC
uCol1a1 AGCGCTAAGAGGCATCAAAC TGAGCATTTCCTTCCTCTCC
uMink1 TCCAGGGGTCTTGATGAAAG AGCTGGTTCTCCTTTGCTTG
uIl33-a AAAGGTCCCTGGGGTAAATG AAGTCACATGGTTCCCAAGC
uIl33-b AGTCATTCCAAGGCACCATC AGCATGGGTGGTTTTCTGTC
Primers for ChIP analysis (for H3K27ac, H3K9ac, and H3)
Primers for ChIP analysis (for H3K9me2, H3K9me3, and H3K27me3)
Primers for ChIP analysis
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